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Número de páginas: 129 Candidato para el grado de Doctor en 
Ciencias con especialidad en Química 
Biomédica. 
Area de Estudio: Ciencias de la Salud 
Propósito y Método del Estudio: El absceso hepático amibiano se caracteriza 
por la destrucción de tejido en las zonas invadidas por los trofozoitos 
dando una respuesta inflamatoria y de fase aguda característica. Se ha 
propuesto que esta respuesta puede ser regulada por varios 
mecanismos entre los cuales las citocinas y los leucothenos pueden 
estar involucrados. Hasta la fecha no se cuenta con una evidencia que 
demuestre como estos mediadores regulan la respuesta inflamatoria en el 
absceso hepático. Una estrategia que podría aportar pruebas directas acerca 
de la participación de estos mediadores, es realizar la determinación de los 
niveles de las tres citocinas principales reguladoras de la respuesta de fase 
aguda así como la determinación de leucotrienos. De esta manera los objetivos 
del presente trabajo fueron evaluar a nivel sistèmico los niveles de IL-6, IL-1p y 
FNTa en suero de pacientes con AHA por el método de ELISA y la separación 
e identificación del LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4 en orina de pacientes con AHA 
por cromatografía de liquides de alta resolución y conocer el grado de 
significancia estadística de los resultados. Nuestros pacientes fueron evaluados 
durante la fase clínica aguda y período de post-recuperación. Se determinó 
también la concentración de 5 proteínas de fase aguda: TRF, CER, HPT, PCR y 
C3 por nefelometría para demostrar una respuesta de fase aguda. Se estudió a 
la par un grupo de sujetos sanos sin antecedentes de proceso inflamatorio 
alguno como grupo control. 
Contr ibuciones y Conclusiones: Se encontró diferencia estadísticamente 
significativa en la mayoría de las proteínas de fase aguda así como en las 
citocinas estudiadas en la Fase aguda de la enfermedad con respecto al grupo 
post-recuperación y al grupo control. La IL-6 puede ser el principal mediador de 
la RFA observada por la estimulación positiva de PFA como la PCR , CER y 
HPT y a la vez existe una inhibición de TFR y C3 en este grupo de pacientes. 
Entre las 3 atocinas estudiadas la IL-S se encontró significativamente más 
elevada que la IL-lp y el FNTa en la fase aguda. Los niveles de atocinas en la 
mayoría de los grupo$ de estudio, no presentaron relación estadísticamente 
significativa con las PFA y los leucotríenos. Para el análisis de los metabolitos 
del ácido araquidónico en muestras de orina con el método de CLAR-FR se 
obtuvieron resultados: rápidos, reproducibles, sensibles y con buenos 
porcentajes de recuperación. La presencia del leucotrieno quimiotáctico (LTB4) 
en 30/49 pacientes con AHA indican que estos podrían estar involucrados en 
las alteraciones quimiotácticas reportadas en la fase inicial del AHA. La 
participación de los LTS en el AHA es determinante ya que en 42/49 (85.7%) de 
este grupo de pacientes se detectó al menos un leucotrieno. 
CAPITULO I 
INTRODUCCIÓN 
1.1 LA RESPUESTA INFLAMATORIA 
La respuesta inflamatoria es un proceso fisiopatólogico que involucra la 
migración de elementos formes de la sangre y proteínas al tejido afectado. Este 
proceso se caracteriza por: dolor, calor, infiltrado celular y disminución de la 
función. Las fases vascular y celular en el proceso inflamatorio son controladas 
por diferentes mediadores que actúan en su amplificación (1'2). Los sistemas 
efecto res humorales y celulares: el sistema del complemento, el sistema cinina-
calicreína, el sistema de coagulación y fibrinolitico son partes fundamentales en 
este proceso(1*51. 
La respuesta inflamatoria aguda es inducida durante una infección o 
lesión por factores liberados en el sitio dañado y puede progresar a la fase 
crónica. La respuesta inflamatoria es un proceso altamente complejo y bien 
organizado. Las células del sistema fagocítico mononuclear se encuentran en el 
centro de ésta organización y dirigen las diversas fases de la respuesta 
inflamatoria (1"5). 
Las etapas tempranas de la respuesta inflamatoria están reguladas por 
los neutrófilos. Estas células y otros tipos celulares del sistema inmune son 
atrapadas en un coágulo de fibrina al mismo tiempo que la lesión sana y se 
elimina al organismo invasor. Durante la fase aguda de la respuesta 
inflamatoria, los fagocitos mononucleares inactivos en el tejido son activados 
por sustancias que se originan en el sitio de la inflamación (i.e. interferón 
gamma). También existe una proliferación localizada de fagocitos 
monorucleares en el tejido y un infiltrado de monocitos de la sangre(1,3). 
La capacidad de las células para migrar hacia los tejidos durante el 
proceso es controlada en parte por interacciones específicas entre los 
monocitos y el endotelio vascular a través de las moléculas de la superficie 
celular conocidas como integrínas. Estas moléculas son expresadas 
específicamente en las células que se encuentran en el sitio de la inflamación 
en respuesta a otras sustancias generadas durante el proceso inflamatorio <1"3>. 
Algunos factores derivados del suero, de bacterias, de parásitos y de 
linfocitos B y T pueden aumentar la velocidad de migración y controlar la 
orientación y el movimiento de los fagocitos moncnucleares en una dirección 
específica (quimiotaxis)<1"5\ Los factores quimiotácticos estimulan a un gran 
número de monocitos para su migración y e infiltración en el tejido. Los 
monocitos se mueven hacia el sitio de lesión o infección, lo cual sugiere un 
mayor gradiente de concentración de los factores quimiotácticos en esa zona. 
Una vez que los monocitos dejan la circulación, ocurren alteraciones en su 
morfología y características histoquímicas celulares; las células se convierten 
así en macrófagos y asumen funciones especificas en el tejido en el cual 
residen. Cuando los macrófagos son atraídos al sitio de la inflamación por 
factores quimiotácticos, otras sustancias (i.e, linfocinas y enzimas proteolíticas) 
al parecer funcionan para retener a los macrófagos en el sitio de la 
inflamación0"51. 
Finalmente, durante la fase crónica de la respuesta inflamatoria, los 
monocitos y los linfocitos predominan sobre loa neutrófilos. Los fagocitos 
mononuclears eliminan las células muertas o agonizantes, como los neutrófilos 
y sintetizan y excretan factores que "limpian" la lesión e inducen la 
neovascularización y el crecimiento de células nuevas(1 
1.2 LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN EL ABSCESO HEPÁTICO 
AMIBIANO 
La amibiasis es una parasitosis causada por el protozoarío Entamoeba 
histolytica. Afecta al 10% de la población mundial en su prevalen da**7*. El 10% 
de los sujetos infectados presentan cuadro clínico. La mortalidad por la 
infección se calcula en alrededor de 100,000 personas al afto(5). En el 10% de 
los individuos infectados el parásito invade la mucosa intestinal y puede 
diseminarse a otros órganos, de los cuales el hígado es el órgano 
principalmente afectado con la formación de abscesos*8'7'. 
El absceso hepático amibiano (AHA) es la complicación extraintestinal 
más frecuente de la amibiasis invasora en México, Clínicamente se caracteriza 
por: dolor en el área hepática, con fiebre alta, náusea, vómitos y en algunos 
casos diarrea o disenteria. A la exploración física existe hepatomegalia dolorosa 
y en algunos casos ictericia moderada. Los estudios de laboratorio muestran 
leucocitosis, anemia normocitica-normocrómica, elevación de la fosfatasa 
alcalina e hipoalbuminemia y en algunos casos existe elevación de la bilirrubina 
conjugada; además hay anticuerpos antiamibianos en el suero de casi el 100% 
de estos pacientes (7). Histopatologicamente las lesiones amíbianas muestran 
infiltrado celular variado indicando la participación activa del sistema inmune. La 
mayoría de las descripciones histopatológicas se refieren a casos de autopsia, 
con la descripción de estadios avanzados, caracterizados por necrosis y 
destrucción extensa de la glándula hepática. La amibiasis intestinal aguda es 
acompañada por una inflamación hemorrágica generalizada de la mucosa 
intestinal del colon, con edema pronunciado e infiltrado de neutrófilos y 
eosinófilos. También en la amibiasis hepática el tejido hepático viable que rodea 
el absceso puede contener infiltración de neutrófilos y eosinófilos <6"9). 
Se han empleado diversas especies de animales para la producción 
experimental de lesiones hepáticas; Tsutsumi y cois, reportaron en hámsters, 
extenso infiltrado de células polimorfonucleares (PMN) rodeando a los 
trofozoitos de Entamoeba histolytica en la fase inicial de la formación del 
absceso. El resultado de este estudio involucra tres fases consecutivas: 
inflamación aguda, formación de granuloma y necrosis progresiva (10). En el 
AHA en el humano, la respuesta inflamatoria y de fase aguda se caracteriza 
por fiebre, leucocitosis e incremento en la síntesis de proteínas de fase 
aguda(4_5). La respuesta inflamatoria es regulada por diversos mediadores 
activos que se liberan en tejidos locales e incluyen productos de metabolismo 
de fosfolípidos {meta bol itos del ácido araquidónico) y mediadores polipetídicos 
o citocinas los cuales tienen efectos fisiológicos amplios y varíados(11~12>. 
1.3 LAS CITOCINAS 
Las citocinas regulan el crecimiento, la motilidad, la activación y la 
diferenciación de diversos tipos de células(13). Se ha estudiado el papel de las 
citocinas como mediadoras de la respuesta inflamatoria en diversas 
enfermedades parasitarias(l4"18). La participación en la patogenia y en la 
protección del hospedero ha sido definida en las enfermedades causadas por 
plasmodium, trypanosomas y leishmanias í17*19). 
Las citocinas como la interleucina 6 (IL-6), Interteucína 1 (11-1) y el 
Factor de Necrosis Tumoral a (FNTa) son los mediadores más importantes en 
la síntesis de proteínas de fase aguda en el hepatocito(2,M9,. La secreción de 
estas proteínas plasmáticas constituye una respuesta a la infección y seflala la 
presencia del proceso inflamatorio'20"29 >. 
El FNTa también conocido como caquectina y el FNTp también conocido 
como linfotoxina son dos proteínas estrechamente relacionadas. Estas 
moléculas se unen al mismo receptor de superficie celular, sin embargo su 
efecto es diferente. El FNTp es producido por neutrófílos activados, los 
linfocitos T y los B, las células NK, las células endoteliales, las células de 
músculo liso y por algunas células trasformadas mientras que el FNTa es 
producido por los linfocitos, macrofagos, queratinocitos, fibroblastos y 
astrocitos. El FNTa humano es un polipéptido de 157 residuos de aminoácidos 
con un peso molecular de aproximadamente 17 kDa bajo condiciones 
desnaturalizantes<3ÍW1). 
El FNTa es una citocina que tiene efectos pleiotrópicos y parece tener 
un papel clave en el fenómeno inflamatorio al ejercer su acción en las células 
inflamatorias y endoteliales(14"15). Se ha reportado el incremento de FNTa en el 
plasma de pacientes con diversas infecciones bacterianas y parasitarias. Los 
niveles plasmáticos elevados de FNTa que han sido detectados en 
pacientes infectados con pronóstico pobre sugieren un papel patogénico 
de esta citocina (32"3fl). 
La IL-6 es una proteína multifuncional producida por las células linfoídes 
y no linfoides y por células normales y transformadas: células T, 
monocitcs/macrófagos, fibroblastos, hepatocitos, células endoteliales, células 
de mieloma y carcinomas. La producción de IL-6 por estas células puede ser 
regulada positiva o negativamente por una variedad de señales incluyendo 
mitógenos, estimulación antigénica, lipopolisacáridos, IL-1, FNT y virus. En 
base a sus actividades la IL-6 también es conocida con diversos términos 
como: interferón beta, proteína de 26 KDa, factor-2 estimulador de células B, 
factor de crecimiento hibridoma/plasmacitoma, factor estimulante del hepatocito, 
factor diferenciador de células T citotóxicas y factor inductor de granulocitos 
macrófagos (37~38), 
La secuencia del cDNA de IL-6 en el humano predice una proteína de 
212 residuos de aminoácidos con dos sitios potenciales de N-glicosilación<37). La 
variedad de actividades descritas para la IL-6 sugiere que ésta juega un papel 
importante en la mediación de la respuesta inflamatoria y de la respuesta 
inmune iniciada por infección. El incremento de los niveles plasmáticos de IL-6 
ha sido reportado en pacientes con infecciones , en enfermedades 
autoinmunes y neoplásicas(4CU3). 
La IL-1 es el nombre que se designa a dos proteínas, l l -1a e IL- ip las 
cuales son productos de distintos genes que reconocen el mismo receptor de la 
superficie celular. Con excepción de los queratinocitos de la piel, de algunas 
células epiteliales y de ciertas células del sistema nervioso central, la IL-1 no es 
producida constitutivamente. En respuesta a estímulos inflamatorios: 
endotoxinas microbianas y agentes infecciosos se observa un incremento 
dramático en la producción de IL-1 por macrófagos y diversas células 
implicadas en el proceso inflamatorio. La IL-1ot e 11-1 p son polipéptidos 
estructuralmente relacionados que muestran un 25% de homología en su 
secuencia de aminoácidos. Estas proteínas son sintetizadas como precursores 
que subsecuentemente se fragmentan en proteínas con un peso molecular de 
aproximadamente 17.5 KDa ( 4 i M 6 \ 
La IL-1 posee una variedad de actividades biológicas. En el hígado inicia 
la respuesta de fase aguda con un incremento en la síntesis de proteínas 
hepáticas y disminución de la producción de albúmina. La producción 
prolongada de IL-1 ha sido implicada en una variedad de condiciones 
patológicas entre las que se incluyen sepsis, artritis reumatoide, lenférmedad 
inflamatoria del intestino, diabetes mellitus dependiente de insulina y 
arteriosclerosis <47"50í. 
1.3.1 Las eitoeinas en el absceso hepático amibiano 
En un periodo de 12 a 24 hrs después de una infección el hígado 
responde a la exposición a atocinas iniciando una respuesta de fase aguda 
hepática con síntesis de aminoácidos y modulación de la glucogénesis. 
Subsecuentemente las mismas citocínas influencian la respuesta inmune contra 
el organismo invasor i . La señal de incremento de la síntesis hepática de 
proteínas de fase aguda es derivada de macrófagos en el sitio de inflamación*52-
Este factor estimulador del hepatocito (IL-6) es idéntico al factor estimulador 
de la célula 6 que es secretado por monocitos activados en conjunto con IL-1 y 
f n t w . 
Las funciones reguladoras de las citocínas en el AHA son escasamente 
conocidas; no obstante, en la infección por parásitos la respuesta del hospedero 
depende de múltiples factores*54"56'. 
Los niveles plasmáticos e in vitro de FNTa e IL-6 producidos por células 
mononucleares de pacientes con AHA se determinaron recientemente por 
medio de técnicas de bioensayo(97). Asimismo, se ha descrito un incremento en 
la expresión y secreción de citocínas quimioatractantes e inflamatorias in vitro 
en cultivos de células epiteliales y células del estrema. La producción de IL-8, 
GROa e IL-6 se ha asociado en respuesta a infección por E. histolytica(5B1. 
En un estudio retrospectivo en suero de pacientes con AHA (22> se 
encontró ausencia sistèmica de FNTa e 1L-1P; estos hallazgos han sugerido 
una participación de estas citocínas en el fenómeno quimiotáctico alterado que 
se observa en el AHA(225. También se ha considerado como factor 
determinante en la inmunosupresión transitoria observada en esta enfermedad 
parasitaria<50). 
Estas citocinas comparten una gran variedad de funciones biológicas y 
su sinergismo en el proceso inflamatorio se ha descrito en diversos modelos 
animales. Tanto el FNT como la IL-1 tienen funciones antiproliferativas in vitro 
para los hepatocitos de ratones y de humanos. Es posible que su ausencia 
confiera una ventaja homeostática para el tejido hepático dañado'90'. 
Las citocinas como IL-1.IL-6 y FNT son consideradas como los 
principales mediadores de la inducción de proteínas de fase aguda por el 
hígado. Estas sustancias regulan la respuesta inmune especifica a los 
protozoarios parásitos(35,54). 
La ausencia sistèmica de FNTa observada en estos pacientes confirma 
las observaciones previas en pacientes con colitis amibiana o AHA y se sugiere 
la acción de un mecanismo "regulador paradójico" presente en pacientes con 
AHA!56-571. En estos casos, durante la etapa aguda del proceso inflamatorio 
ocurre una destrucción importante tisular con inflamación. 
Se ha demostrado que la rhlL-6 regula la síntesis de proteínas de fase 
aguda en los hepatocitos humanos y al comparar la acción de ésta con IL-1a y 
FNT(3 sobre el hepatocito, sólo la IL-6 induce esencialmente el mismo espectro 
de proteínas de fase aguda que se observa en los humanos durante un estado 
inflamatorio^28*, Esto podría explicar la respuesta alterada de las proteínas de 
fase aguda descrita en los pacientes con AHA. 
1.3.2 Análisis da las cítocinas 
Los métodos actualmente en uso para el análisis de IL-1(3 están basados 
en la estimulación dosis-dependiente de la incorporación de tímidina tritiada en 
timocitos estimulados por fitohemaglutinina y en (a proliferación de la linea 
celular murina D10 de células T cooperadoras. Estos ensayos son prolongados 
y no se distingue entre IL-1a e IL-1p. Los métodos para la detección de FNTa 
están basados en el efecto citolftico del FNTa en lineas celulares sensibles 
como la L929. Estos ensayos requieren de 3 a 4 días para realizarse y no son 
específicos para FNTa humano, mientras que los métodos para la detección de 
IL-6 están basados en los efectos mitogénicos de esta citocira en lineas 
celulares apropiadas como B9, línea hibridoma de células B de ratón, o en 
T1165.85.2.1, una línea celular de ptasmocitoma de ratón. Estos bioensayos 
consumen gran cantidad de tiempo y no son altamente específicos para IL-6. 
Los inmunoensayos Quantikine para IL-6 y Quantikíne HS para IL-1 p y FNTa 
son un ensayo de ELISA en fase sólida que mide específicamente IL-6, IL-1 p y 
FNTa humana en un tiempo promedio de 5 hrs. La sensibilidad reportada de 
estos inmunoensayos es de hasta 0.70 pg/mL., 0.10 pg/mL y 0.18 pg/mL 
respectivamente para cada citocina 
1.3.3 Anàlisi» de las ci toc ¡ñas por ELISA 
Los métodos de ELISA de alta sensibilidad para la determinación de 
citocinas emplean un anticuerpo monoclonal especifico para cada citocina 
(FNTot y IL-lp) unidos a las microplacas. Estos sistemas cuentan con un 
sistema de amplificación en el cual la fosfatasa alcalina desfosfbrila la reducción 
del fosfato dinucleótido adenina nicotinamida, NADPH (sustrato) al dinucieótido 
adenina nicotinamida reducido, NADH. El NADH, se utiliza como un cofactor 
específico que activa un ciclo redox conducido por un sistema enzimàtico 
secundario constituido por alcohol deshidrogenasa y diaforasa. En la reacción 
catalizada por la diaforasa, el NADH reduce una sal de tetrazolio (violeta de 
yodonitrotetrazolio - INT- ) produciendo fbrmazan de color intenso y NAD+. El 
NAD+ se reduce por etanol, en una reacción catalizada por la alcohol 
deshidrogenasa para generar NADH que se reincorpora al cido redox. La 
reducción de la sal de tetrazolio cuya evidencia es la cantidad del producto 
coloreado formado, es proporcional a la cantidad de citocina unida en la etapa 
inicial (Fig. i)*81-63'. 
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Figura 1. Sistema amplificador de los métodos de ELISA de sensibilidad 
alta para las citocinas 
1.4 LAS PROTEINAS DE FASE AGUDA 
Este grupo de proteínas presenta la propiedad común de mostrar 
aumento de su concentración en respuesta a situaciones de estrés o de 
inflamación, que se producen en las infecciones, en las lesiones tìsulares, en la 
cirugía, en los traumatismos u otras necrosis tìsulares(Z5"27- 39\ 
En el humano durante una reacción de fase aguda, la proteina C 
reactiva y el amiloide A, son las proteínas que muestran un incremento 
acentuado en los niveles plasmáticos (aumentan de diez a mil veces). Las 
concentraciones plasmáticas de fibrínógeno, a1-antiquimiotrípsina, haptoglobina 
(HPT) y la o1-antitrípsina aumentan de dos a diez veces, mientras que la 
albúmina y transferrina (TRF) disminuyen{9M6). 
La haptoglobina se combina con la hemoglobina que se libera durante la 
lisis de los eritrocitos para mantener el hierro corporal y los depósitos proteicos. 
Los complejos hemoglobina-MPT son captados por el sistema fagocítico 
mononuclear tisú lar, donde la hemoglobina es degradada a globina y heme. El 
heme posteriormente se transforma en hierro y bilirrubina. La HPT presenta dos 
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras ligadas por enlaces disulfuro, 
conformando una estructura similar a la estructura básica de las 
inmunoglobulinas. La HPT normal (tipo 1-1) da lugar a una especie molecular 
única de peso molecular 100,000. Los individuos heterocigotos (1-2) presentan, 
además de la HPT tipo 1-1, una serie de multlmeros por medio de enlaces 
disulfuro intermoleculares a través de la cadena ligera duplicada. La HPT tipo 2-
2 se conforma por una serie de distintos multímeros, dado que la cadena ligera 
tipo 2 tiene un peso molecular diferente de la cadena ligera tipo 1 
La HPT sérica aumenta en respuesta al estrés, a la infección, a la 
inflamación aguda o a la necrosis tisular, debido probablemente a la 
estimulación de su síntesis. Durante un episodio hemolítico, las 
concentraciones de HPT disminuyen a medida que los complejos de 
hemoglobina son eliminados de la circulación. Este efecto se incrementa 
durante la hemótisis masiva, en quemaduras térmicas o en la anemia hemolítica 
autoinmune. Asimismo, constituye una determinación útil para el seguimiento 
seriado de los pacientes que presentan una tasa uniforme y lenta de hemólisis; 
tales como pacientes portadores de prótesis valvulares, portadores de 
hemoglobinopatias y los que presentan traumatismos por ejercicio físico. Las 
concentraciones bajas de HPT pueden acompañar hepatopatlas cuando la 
capacidad de síntesis hepática se ve a l te rada { M r ) . 
La transferri na es una beta-globulina (side rofi lina) que transporta iones 
férricos. Estos son llevados de los depósitos de hierro de la ferriti'na en la 
mucosa o espacio intracelular a la médula ósea. Ahí los precursores de 
eritrocitos presentan receptores de TRF en sus superficies celulares. La TRF 
está formada por 687 aminoácidos y tiene un peso molecular estimado de 
79,550 Da. El análisis de la secuencia de aminoácidos muestra que la TRF 
tiene dos dominios homólogos que pueden haber surgido de la duplicación 
contigua en un gen transferrlnico ancestral. En esta proteina cada dominio 
presenta un locus para la fijación del hierro. En el suero normal, la TRF se halla 
en concentraciones de 200 a 400 mg/dl y se define como la capacidad de 
fijación del hierro (CFH). Los niveles de TRF aumentan al doble del nivel 
normal o a niveles superiores en respuesta a un déficit férrico de corta 
evolución. La TRF es una especie molecular única, con movilidad electroforética 
fija y puede presentar la apariencia de una paraproteina en casos de déficit 
acentuado de hierro. Debe esperarse cierta deficiencia de hierro y elevación de 
la TRF en la gestación. La administración de hierro a pacientes deficitarios 
aumenta la saturación, produciéndose a continuación una normalización de los 
niveles de TRF. La saturación crónica aparece en la hemocromatosis idiopàtica 
y en la hemosiderosis transfusional. En estas condiciones, el hierro no puede 
desplazarse con normalidad para su eliminación pues existe CFH no saturada. 
Esto favorece los trastornos del depósito que también se presenta en la 
deficiencia congènita de TRF. La TRF puede restringir el crecimiento bacteriano 
que requiere hierro mediante la formación de quelatos de hierro. La pérdida de 
proteínas puede contribuir al desarrollo de una anemia hipocrómica <**6>-
La ceruloplasmina (CER) es una proteina que migra en la fracción de 
alfa-2-globulina. Aunque se sabe que es una proteína fijadora del cobre, su 
función precisa es desconocida. Es sintetizada en el hígado, tiene un peso 
molecular de 132,000 Da. y está compuesta por una cadena polipeptídica. Si 
bien, su concentración es inferior en el momento del nacimiento, los niveles 
séricos oscilan entre 20 y 40 mg/dl en los adultos normales. Existen elevaciones 
al doble de su valor promedio en el curso del tratamiento anticonceptivo y 
durante la gestación o en una situación de respuesta de fase aguda. Cada 
molécula de CER puede fijar 6 átomos de cobre que le dan un tinte azulado a la 
proteína y una coloración verde al plasma cuando hay concentraciones 
elevadas. En las alteraciones genéticas del metabolismo del cobre como la 
enfermedad de Wilson y el síndrome de Menkes, las concentraciones de CER 
sérica están fuertemente disminuidas, sobre todo, en los portadores 
homocigotos. Las disminuciones de CER, se presentan también en la 
insuficiencia hepática y en los síndromes de pérdida de proteínas 
Otro componente crítico de la respuesta inflamatoria es la generación de 
la anafilotoxina C3a por la ruptura específica del tercer componente de 
complemento durante la activación del mismo. El C3 del complemento es una 
glicoproteina compuesta de cadenas a y p. Durante la activación del 
complemento la cadena a es escindida por su convertasa para formar C3a el 
cual tiene una actividad pro-inflamatoria. El resto de la molécula, C3b se 
adhiere a la célula blanco para la ulterior formación del complejo de ataque a la 
membrana celular. Los efectos de C3a son diversos e incluyen contracción del 
músculo liso, incremento de la permeabilidad vascular, liberación de histamina 
de las células cebadas y liberación de IL-1 de macrófagos. La actividad 
biológica de esta anafilotoxina en suero está limitada por una carboxipeptidasa 
que remueve un residuo esencial de arginina del carbono terminal. La 
disminución de C3 aparece en trastornos autoinmunes cuando el sistema del 
complemento es activado y el C3 se fija a los depósitos de inmunocomplejos en 
los tejidos desapareciendo del suero t04-08 88). 
La Proteina C reactiva (PCR) fue descubierta por interacción del suero 
con el polisácarido C de Streptoooccus pneumoniae. Los pacientes que se 
habian recuperado de infecciones neumocócicas presentaban esta reacción. Se 
puso de manifiesto que la PCR se encuentra también en el suero de pacientes 
afectados por otros trastornos distintos a las infecciones neumocócicas. Esta 
proteina aumenta notablemente siempre que existe necrosis tisular. Su peso 
molecular oscila entre 116,000 Da. y 144,000 Da. y presenta un elevado 
contenido en hidratos de carbono. Su concentración sérica en sujetos adultos 
es de 470 a 1340 ng/mL. La PCR tiene mucha importancia como reactante de 
fase aguda altamente sensible aún a concentraciones bajas (e4*s ' 
La POR migra en el grupo gamma durante la electroforesis de proteínas 
del plasma y puede formar una banda de aspecto monoclonal independiente en 
los pacientes que presentan una respuesta Inflamatoria i n t e n s a e 9 } . 
Se ha estimado el tiempo de respuesta asi como las concentraciones 
normales y producidas durante el proceso inflamatorio de algunas proteínas de 
fase aguda (Tabla I). 
Tabla I. Proteínas de fase aguda en enfermedades inflamatorias 
Proteína Concentración Concentración en Tiempo 
Normal (gr/L) inflamación aguda de 
(gr/L) respuesta (hr) 
PCR 7x10"6-! O"2 0.04 6-10 
HPT 1.00-3,00 6.00 24 
C3 0.60-1.20 3.00 48-72 
CER 0.20-0,60 2.00 48-72 
Referencia # 64 
1.4.1 Las proteínas de fase aguda en el absceso hepático amibiano. 
El hígado juega un papel predominante en la síntesis de proteínas 
plasmáticas: albúmina, haptoglobina , transferí na y ceruloplasmina. Los 
experimentos clásicos de Millery cois, han demostrado esta función (70). 
En el AHA se ha descrito la presencia de una respuesta de fase aguda 
caracterizada por fiebre, leucocitosis e incremento en la síntesis de proteínas de 
fase aguda^1'721. En los pacientes con AHA los niveles de albúmina (71"73) y 
transferrina^4* están disminuidos. Estos cambios son característicos de 
enfermedad hepática ya que el daño de las células del parénquima hepático 
puede resultar en una disminución de la síntesis de proteínas séricas y en un 
cambio en el metabolismo proteico. Además, se ha reportado el incremento de 
los niveles séricos de C3 (78"77) y PCR (57) asi como niveles disminuidos de 
albúmina*73', en los pacientes con AHA. Lo anterior sugiere la presencia de una 
reacción de fase aguda. Estos datos implicarían que las atocinas IL-6 y FNTa 
pudieran participar en la regulación de la síntesis alterada de las proteínas de 
fase aguda que se observa en los pacientes con AHA. 
Las citocinas IL-6, la IL-1 y el FNTa son consideradas como los 
mediadores más importantes en la síntesis de proteínas de fase aguda en el 
h epatad te'25"29* La secreción de estas proteínas plasmáticas representa una 
respuesta a la infección durante el proceso inflamatorio presente. 
Los cambios en las proteínas séricas (i.e. TRF, ALB, FER) pueden ser 
un indicador útil en ciertas condiciones fisiopatológicas, por lo que se han 
estudiado los patrones séricos de éstas en diversas enfermedades parasitarias 
(i.e. la malaria) ^ Es posible que los patrones séricos de estas proteínas 
ayuden a diferenciar el AHA de otras condiciones hepáticas, especialmente el 
cáncer primario de hígado^4*. El daño del parénquima hepático puede resultar 
en una disminución en la síntesis de proteínas séricas y en un cambio en el 
metabolismo proteico. Se ha reportado que la TRF disminuye en la hemólisis, 
en la enfermedad hepática, en la nefrosis y en la inflamación*68*. Los pacientes 
con AHA presentan disminución de la albúmina y de la transferrina^ 7 4 l Estos 
cambios son característicos de enfermedad hepática. 
La HPT es otro de los reactantes de fase aguda que se incrementa 
rápidamente durante las ¡nfecciones(88). La inflamación y el proceso neoplásico 
también causan un incremento de esta proteína. Esta es también considerada 
como un indicador muy sensible de la persistencia de la enfermedad hemolitica. 
Concentraciones significativamente altas de HPT se han reportado en los 
pacientes con AHA™. 
1.4.2 Análisis de las proteínas de fase aguda 
La haptog lobina puede cuantificarse por medio de la fijación con la 
hemoglobina o por métodos inmunológicos. Actualmente existen discrepancias 
entre estas dos determinaciones al comparar los distintos fenotipos. En el 
método descrito por Owen y cois, en 1960 la HPT se combina con 
meta hemoglobina para formar un complejo HPT-metahemog lobina. El efecto 
catalizador (de tipo peroxidasa) mide la oxidación del guayacol por el peróxido 
de hidrógeno, para formar tetraguayacol. La cantidad de HPT se expresa como 
metahemoglobina combinada*94"66*. 
La ceruloplasmina se puede cuantificar midiendo su actividad de oxidasa 
en un ensayo colorimétrico con p-fenilendiamina. Se emplea además métodos 
inmunoquímicos, debido a que la banda que se obtiene es demasiado débil 
para ser utilizada en la electroforesis de proteínas*6*45). 
La determinación de protelna C reactiva se realiza por medio de la 
capacidad de esta protelna para precipitar la sustancia C o por métodos 
inmunológicos que incluyen: las precipitaciones, el radioínmunoanálisis y el 
inmunoensayo enzimático164^. 
La técnica de nefelometría para el análisis de las proteínas de fase 
aguda se ha empleado recientemente en aplicaciones a gran escala, ya que se 
dispone de instrumentos automatizados. Este método tiene las siguientes 
ventajas: utiliza un volumen pequeño de muestra, es rápido, los resultados 
están disponibles el mismo día y existe una precisión relativamente elevada en 
los resultados. Las desventajas son: los costos de I09 reactivos y la necesidad 
de un equipamiento especializado'6**5-79'. En comparación con la técnica de 
inmunodifusión radial (IDR) que también se emplea para determinar estas 
proteínas, ambos métodos tienden a exhibir buena concordancia, aunque la 
IDR es una técnica semicuantitativa, a menos que las áreas de precipitación se 
lean por densitometría, La elección del método a utilizar depende del número de 
las muestras disponibles (un número elevado favorece el uso de la nefelometría 
y un número pequeño la IDR) y de la sensibilidad deseada(0W5). 
En la Tabla II se puede observar la comparación de la técnica de IDR y 
nefelometría para el análisis de dos proteínas de fase aguda. 
Tabla II. Comparación de parámetros de análisis de dos proteínas de fase 
aguda 
Parámetro TRANSFERRINA HAPTOGLOBINA 
IDR NEF IDR NEF 
Temperatura 23±2'C 22'C 23±2°C 22°C 
PH 7.4 7.0 7.4 7.0 
Tiempo de 
Reacción 18 hr. 30 min. 18 hr. 30 min. 
Muestra suero suero suero suero 
Tamaño de 
Muestra 5 jjJ 10 ni 5 \i\ 1 tJ 
Precisión 
(% CV) 3.1-6.4% 2.8% 3.5-5.3% 2.5% 
Ref. Quantíplste. Kalfestad Laboratories. Choska. MN 55318. 
1.5 LOS LEUCOTRIENOS 
1.5.1 Metabolites del ácido araquidónico. 
Diversos metabolitos del ácido araquidónico han sido considerados 
mediadores potentes de la respuesta inflamatoria recientemente. Estos 
metabolitos se clasifican en diferentes familias dependiendo de la vía 
enzimàtica que se active. La vía de la ciclooxigenasa incluye a las 
prostaglandinas y los tromboxanos y en la vía de la lipooxigenasa se producen 
los leucotrienos (LTs) que son metabolitos formados por la acción de esta 
enzima sobre el ácido araquidónico. La modificación de este ácido graso por 
hidroxilación y oxidación produce el compuesto intermediario LTA4 el cual 
puede convertirse en LTB4 o LTC4 por una hidrolasa y una glutation tran sfera sa 
respectivamente. El LTC4 es convertido en LTD4 por remoción de ácido 
glutámico por acción de la enzima gamma glutamil transpeptidasa y finalmente 
el LTD4 es convertido a LTE4 al llevarse a cabo una remoción de glicina por 
una dipeptidasa (Figura 2) (1"5). La acción quimiotáctíca del LTB4 y la acción 
microvascular de los cistenil-LTS (LTC4, LTD4 y LTE4) indican el potencial 
proinfla mato rio de ambos grupos de LTs (e<W). 
En el hígado se realiza la síntesis de LTs al menos por tres tipos 
celulares: las células de Kupffer, los hepatocitos, las células cebadas hepáticas 
y las células que infiltran al hígado en procesos inflamatorios. De éstas, el 
hepatocito es el sitio principal de captación e inactivación metabòlica'64*0. 
Posteriormente estos compuestos son eliminados por la vía biliar. La síntesis de 
estos mediadores puede alterarse en enfermedades que afectan al hígada 
como en las hepatopatías agudas y crónicas así como en la insuficiencia 
hepática fulminante, en las cuales se ha determinado una relación entre la 
respuesta inflamatoria observada y la presencia de LTS. En estas condiciones, 
las células inflamatorias que infiltran al hígado también pueden contribuir en la 
producción de LTS,9W>41. 
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Figura 2. Cascada del ácido araquidónico via lipooxigenasa. 
1.5.2 Los leucotrienos en el absceso hepático amibiano 
Se desconoce el papel que juegan los ITs en la patogenia y en la 
evolución del AHA. Aunque la patogénesis de esta entidad no ha sido bien 
caracterizada, la generación de quimioatractantes de leucocitos en el sitio de la 
infección pudiera representar un papel crucial en la respuesta inflamatoria 
descrita en ésta infección parasitaria. Muñoz y cois, reportaron alteración de la 
quimiotaxis de polimorfonucleares en pacientes con AHA lo cual puede 
relacionarse con la acción de LTB4 y de péptido-LTs que se observan en otros 
procesos inflamatorios que afectan al hígado*95*. 
Ha sido reportada la producción de eicosanoides por parásitos, aunque el 
sistema enzimàtico del parásito involucrado en la biosíntesis de estos 
mediadores no ha sido identificado. Se ha demostrado que los trofozoitos de E 
histolytica pueden producir un tipo de eicosanoides in vitro, sin embargo en 
otras parasitosis se ha demostrado la producción de LTS: LTB4 y LTC4 en 
casos de Schistosoma manson^97).Es posible que ciertos factores tanto del 
huésped como del parásito intervengan en la patogénesis y en la evasión de la 
respuesta inmune por los parásitos. 
Los trofozoitos vivos de E. histolytica y las proteínas microsomales de las 
amibas producen eicosanoides como la PGE2<96). Los niveles altos de 
prostaglandinas producidas por las células inflamatorias del huésped al ser 
estimuladas por moléculas del parásito, pueden actuar localmente reclutando 
macrófagos hacia el sitio de inflamación*9^. Los LTs son considerados como 
moléculas proinflamatorias debido a su efecto quimiotáctico sobre los leucocitos 
polimorfonucleares. Asi, los neutrófilos llegan al sitio de inflamación y 
desencadenan una cascada de eventos que contribuyen al estado 
in mu no patológico observable en muchas enfermedades parasitarias'96"99'. 
1.5.3 Análisis de los leucotríenos 
El análisis de estos mediadores de la respuesta Inflamatoria incluye 
una variedad de técnicas: los bioensayos, los radioinmunoensayos, la 
cromatografía de líquidos de alta resolución en fase reversa (CLAR-FR) y la 
cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas o una 
combinación de estas técnicas'99*103'. Recientemente se ha empleado la CLAR-
FR para la separación y cuantificación de los diferentes LTs. Previo al análisis 
cromatográfico, es necesaria la extracción de estos compuestos del medio 
acuoso. Los procedimientos de extracción involucran una serie de solventes -
extracción con solventes o adsorción a resinas unidas a Amberlite XAD-7 o 
XAD-8. Usualmente el éter dietílico es utilizado para el LTB4 y otros metabolitos 
menos polares del ácido araquidónico y Amberlite XAD-8 o XAD-7 para los 
sulfopéptido-LTsí104~1l1), 
Se ha introducido recientemente como un procedimiento útil la extracción 
rápida empleando las columnas de extracción de octadecilsilano. La eficiencia 
de estas columnas para la extracción de LTs y otros metabolitos del ácido 
araquidónico ha sido señalada escasamente'107'111 En las columnas Sep-Pak 
C16 en fase reversa los porcentajes de recuperación obtenidos para LTB4, 
LTC4, LTD4 y la prostaglandina B2 (PGB2) oscilan alrededor de 57±20, 39±18, 
44±8 y 87±15% respectivamente y empleando las columnas Sep-Pak de sllica, 
los porcentajes de recuperación para los mismos compuestos están alrededor 
de 76±8, 93±12, 86t8 y 82±7% respectivamente012). Estos porcentajes de 
recuperación dependen del buffer en el cual la muestra extraída se aplica a la 
columna. 
1.5.4 La cromatografía en el ánalisis de los leucotríenos 
La CLAR ha tenido una difusión creciente desde comienzos de la década 
de los años '70. y hoy representa una de las herramientas más empleadas en el 
laboratorio analítico moderno, tanto en la investigación básica como aplicada. 
Según definición de la Unión internacional de Química Pura y Aplicada 
(IUPAC), " La Cromatografía es un método primariamente utilizado para la 
separación de los componentes de una muestra, en el cual los componentes se 
distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaría, mientras la otra se 
mueve" ( 113-m) . 
La cromatografía se ha clasificado en diferentes modalidades 
cromatografías en función de varios parámetros: la naturaleza de la fase móvil, 
la naturaleza de la fase estacionaria, el fenómeno que ocune dentro de la 
columna y la cantidad de muestra aplicada. De acuerdo a la naturaleza de la 
fase móvil si ésta es un gas, la modalidad cromatográfica se denomina gaseosa 
y si es un líquido, cromatografía líquida. A este último grupo pertenece la 
cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR). En los últimos años, ésta 
se ha transformado en una de las metodologías analíticas más ampliamente 
utilizadas en el análisis de sustancias orgánicas, tanto en los análisis de 
muestras de rutina como en el seguimiento de procesos de líneas de 
producción013"115'. 
El rápido crecimiento de este método analítico, se basa 
fundamentalmente en la simplicidad con la cual se obtienen por CLAR 
resultados cuantitativos. Actualmente la CLAR es capaz de cuantificar tanto 
impurezas en muy bajas concentraciones como macrocomponentes<113). 
La CLAR-FR se caracteriza por tener las siguientes ventajas; 
« Pueden separarse compuestos no iónicos, iónicos e ionizables en la misma 
columna, con la misma fase móvil. 
• La fuerza de atracción superficie no polar-soluto es débil 
• La fase móvil predominante es agua, abundante y económica 
• El modificador orgánico predominante, metanol, es asequible en calidad y 
precio 
• El orden de elución es predecible, en función de la hidrofobicidad del analito 
• Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema al realizar un cambio 
de fase móvil 
Como en todo método analítico, existen diversos pasos, a saber: el 
muestreo, la preparación de la muestra, la inyección de la muestra, la 
separación cromatográfica, la detección, la integración de la señal y el cálculo 
de la concentración del analito(113"11s). 
Los métodos de CLAR utilizados para el análisis de los LTs, inicialmente 
utilizaban cromatografías preparativas para su separación o no permitían la 
medición simultánea del LTB4 y de los cistenil-leucotríenos; luego se reportaron 
una serie de métodos de extracción combinando columnas de resina XAD y 
cromatografía de columna abierta de sílica. Recientemente el empleo de 
cartuchos Sep-Pak para el proceso de extracción y posterior separación por 
CLAR ha permitido obtener un método sensible y selectivo para el análisis de 
los leucotríenos. La aplicación de esta técnica analítica para el estudio de LTs 
ha sido evaluada por diferentes investigadores permitiendo la separación; en 
estos casos se requiere la posterior cuantificación por RIA de los LTs1110"112'. 
Esta metodología se ha empleado en la determinación de LTs en diversas 
enfermedades: síndrome hepatorrenal, asma y en pacientes con cirrosis 
hepática [9tW2). 
1.5.4.1 .Validación de un método cromatográfico 
Una vez desarrollado el método de análisis, deberá validarse para 
demostrar su idoneidad. En un ensayo de validación deben considerarse los 
siguientes parámetros: Selectividad, Linearidad, Precisión, Exactitud, 
Sensibilidad y Robustez*11*116». 
La selectividad se refiere a la propiedad del método de producir una 
señal medible debida solo a la presencia del analito, libre de interferencias de 
otros componentes, en la matriz de la muestra'113'. 
La linearidad se define como la proporcionalidad entre la concentración 
del analito y su respuesta. Conjuntamente se determina el rango lineal, es 
decir, el intervalo comprendido entre la concentración mínima y máxima de 
analito para el cual el método ha sido probado y dentro del cual se puede 
efectuar el dosaje por interpolación de una curva estándar(113}. 
La precisión es la medición del grado de reproducibilidad de un método 
analitico bajo condiciones normales de operación y usualmente se expresa 
como % de Desviación Estándar Relativa (%DER) o % de Coeficiente de 
Variación (a/oCV) para un número de muestras estadísticamente 
significati vas(113J. 
La exactitud corresponde a la diferencia entre el valor obtenido (media) y 
el valor verdadero. Se expresa como la recuperación*113*. 
La sensibilidad de un método analítico corresponde a la mínima cantidad 
de analito que puede producir un resultado significativo. Los parámetros a 
definir al evaluar la sensibilidad de un método son los limites de detección y de 
cuant¡ficación*113). 
Límite de detección del método (LDM) 
Este se define como la mínima concentración del analito que puede ser 
detectada pero no cuantificada. Este se calcula a partir de la desviación 
estándar de la respuesta al origen de la ordenada (DE) y la pendiente de la 
curva de calibración (P)(113). 
Limite de cuan tifi cación del método (LCM) se define como la mínima 
concentración del analito que puede ser determinada o cuantificada, en la 
matriz y por medio de las condiciones descritas en el LDM, con precisión y 
exactitud aceptables bajo las condiciones operacionales del método*113', 
La robustez de un método analítico corresponde a los estudios que 
indican el grado de confia bilidad del ensayo ante cambios de variables 
comunes013). 
1.6 IMPORTANCIA Y ORIGINALIDAD DEL TRABAJO 
En la patogenia del absceso hepático amibiano la respuesta inflamatoria 
y de fase aguda juegan un papel fundamental. El estudio de los mediadores: 
citocinas y leucotríenos, que regulan este tipo de respuestas permitirá generar 
conocimiento nuevo en torno a la patogénesis del AHA. En el AHA hay una 
regeneración del tejido hepático al desaparecer el parásito, la participación de 
estos mediadores en la respuesta inflamatoria descrita en pacientes con AHA, 
permitirá definir su implicación en la regeneración hepática y establecer su 
participación en otras condiciones patológicas como en las hepatopatias virales 
y hepatopatla por alcohol en las cuales la regeneración hepática es parcial. 
La implementación de técnicas analíticas más sensibles: la CLAR-FR 
para el análisis de LTs, las técnicas de ELISA para citocinas y la nefelometría 
para las proteínas de fase aguda, permitirá evaluar su aplicación en otras 
hepatopatias y establecer patrones característicos para los mediadores en 
diversas hepatopatias. 
El establecimiento de la utilidad diagnóstica y de medidas terapéuticas 
más efectivas como el posible empleo de antagonistas de las citocinas y de los 
LTS en los eventos regulados por estos mediadores podrá ser un planteamiento 
resultante de los hallazgos obtenidos con el presente trabajo. 
La producción de LTs durante una respuesta inflamatoria puede ser 
regulada por citocinas: el factor estimulante de colonias granulocito-macrófago 
(FEC-GM) y el factor de necrosis tumoral alfa. La síntesis de LTs se incrementa 
en la interacción de las citocinas con células inflamatorias: neutrófilo y 
eosinófilo. El estudio de ambos mediadores en el AHA permitirá establecer si 
existe asociación entre estos dos mediadores de la respuesta inflamatoria. 
1.7 HIPÓTESIS 
' En el absceso hepático amibiano existe una respuesta de fase aguda por 
elevación de IL-ip, IL-6 y FNTa, así como una respuesta inflamatoria mediada 
por LTB4, LTC4, LTD4, LTE4 y por las citocinas mencionadas." 
1.8 OBJETIVO GENERAL 
Dilucidar la participación de LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4 asi como de la IL-1 p, I I -
6 y FNTa en la respuesta de fase aguda e inflamatoria del absceso hepático 
amibiano. 
1.8.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1.- Determinar las concentraciones séricas de las citocinas IL-1p, IL-6 y 
FNTa por la técnica de ELISA en pacientes con AHA durante la fase 
aguda de la enfermedad y en el grupo en post-recuperación, asi como en 
el grupo control. 
.2.- Determinar las concentraciones séricas de las proteínas de fase aguda 
HPT, PCR, TRF, C3 y PCR por nefelometría en pacientes con AHA 
durante la fase aguda de la enfermedad y en el grupo en post-
recuperación, asi como en el grupo control. 
3.- Determinar las condiciones óptimas para la separación e identificación de 
los leucotrienos por la técnica de CLAR-FR 
4.- Desarrollar un método analítico para la determinación de LTB4, LTC4, 
LTD4 y LTE4 de orina de pacientes con AHA y grupo post-recuperación 
por la técnica de CLAR-FR. 
5.- Relacionar los niveles de las citocinas IL-10, IL-6 y FNTa con la síntesis 
de las proteínas de fase aguda HPT,PCR, TRF, C3 y PCR en el grupo 
con AHA en la fase aguda y grupo post-recuperación, así como en grupo 
control. 
6.- Correlacionar los niveles de IL-1(J, IL-6 y FNTa con los niveles de LTB4, 
LTC4, LTD4 y LTE4 en pacientes con AHA. 
7.- Correlacionar los niveles de IL-10, IL-6 y FNTa con los niveles de LTB4, 
LTC4, LTD4 y LTE4 en el grupo post-recuperación y correlacionar con 
los obtenidos durante la fase aguda del AHA. 
CAPITULO II 
MATERIAL Y MÉTODOS 
2.1 REACTIVOS Y SOLVENTES 
Los reactivos utilizados se adquirieron a las siguientes compañías: 
Sigma Chemical Co. De S t Louis, Missouri, US: 
Estándar de leucotrieno B4 
Estándar de leucotrieno C4 
Estándar de Leucotrieno D4 
Estándar de Leucotrieno E4 
Mezcla de estándares de leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4) 
Mezcla de estándares de ácidos dihidroxileicosatetraenoicos (LTB4, trans-3-
LTB4. trans-6-12-epi-LTB4, (5S,6R)-Di-HETE y (5S,6S)-Di-HETE 
Behring de México 
N Proteina-Standard SY (HPT, TRF, C3, CER) 
N/T Proteina-Control SY/H (HPT, TRF, C3, CER) 
Antlsuero N contra la transférrina humana 
Antisuero N contra la haptogíobina humana 
Antisuero N contra la ceruloplasmina humana 
Antisuero NA contra la C3 humana 
Antisuero N látex contra la proteína C reactiva 
N Proteina-Standard de PCR 
Diluyente N 
Tampón N de reacción 
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA: 
Inmunoensayo Quantikine para FNTa humano 
Inmunoensayo Quantikine para IL-1p humano 
Inmunoensayo Quantikine para IL-6 humano 
Inmunoensayo Quantikine HS para FNTa humano 
Inmunoensayo Quantikine HS para IL-1(3 humano 
Merck de México 
Metanol grado CLAR, Merck 
Agua grado CLAR, Merck 
Productos Químicos Monterrey 
Metanol grado CLAR 
Agua grado CLAR 
AGA Gas S.A., México 
Nitrógeno 
Argón 
2.2 MATERIAL BIOLÓGICO 
2.2.1. Suero, plasma y orina de pacientes con AHA 
Se utilizó el suero, plasma y orina de los pacientes oon AHA ingresados 
durante el periodo de marzo de 1995 a Marzo de 1998 a la sala de Medicina 
Interna del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio González", Facultad de 
Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León. 
2.2.2. Suero, plasma y orina de pacientes con AHA en fase de post-
recuperación 
Se utilizó el suero, plasma y orina de los pacientes con AHA en fase de 
post-recuperación evaluados a los 2 meses después de cuadro agudo durante 
el periodo de marzo de 1995 a Marzo de 1998 en la Unidad de Hígado del 
Depto. de Medicina Interna del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio 
González" de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo 
León. 
2.2.3. Suero, plasma y orina de sujetos control 
Se utilizó et suero, plasma y orina de sujetos sanos sin antecedentes de 
proceso inflamatorio recientes evaluados durante el periodo de marzo de 1995 
a Marzo de 1998 en la Unidad de Hígado del Depto. de Medicina Interna del 
Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio González de la Facultad de Medicina 
de la Universidad Autónoma de Nuevo León. 
2.3 EQUIPO 
El equipo empleado fue el siguiente: 
Nefelómetro Behring BN100 
Cromatógrafo Hewlett-Packard 1090 Serie II con detector de arreglo de 
fotod iodos 
Columna: Hypersil-ODS 100 mm x 2,1 mm D.l. Tamaño de partícula de 5 
nm(HP) 
Equipo para filtrar solventes Millipore 
Membranas para filtrar solventes y muestras con tamaño de poro de 0,45 jim 
Potenciómetro Beckman modelo 3500 (F61 pHmeter) con electrodo combinado 
de vidrio Ag/AgCI 
Centrifuga Beckman modelo GPKR 
Microcentrifuge IECmiro-MB centrifugue de International Equipment Company 
Balanza analítica marca Sartoriuos modelo Bal 105 
Micropipets marca Oxford de volumen variable y puntillas 
Cartuchos Sep-Pack C-18 de tamaño clásico y de partículas de 5 ^m 
Agitador Vórtex 
Computadora Acer View 34e procesador Pentium {Microsoft Word versión 6.0, 
Microsoft Power Point versión 6.0. Statistica y UMAX Sean 
2.4 METODOS 
2.4.1 Grupo de pacientes. 
Se evaluaron un total de 69 pacientes con AHA de los cuales 49 (40 M y 
9 F, edad promedio de 36±11 años) reunieron los criterios de inclusión para el 
estudio en la fase aguda y fase de post-recuperación. Et diagnóstico del AHA se 
realizó en base a la historia clínica, el examen clínico, las pruebas bioquímicas, 
la prueba de serameba positiva en títulos mayores de 1:512 y/o Western btot 
positivo, la ecosonografia y la respuesta al tratamiento específico. 
2.4.2 Grupo Control 
Este grupo estuvo integrado por 30 sujetos sanos (20M y 10F, con edad 
promedio de 25±4 años) sin evidencia de proceso inflamatorio reciente. 
2.4.3 Criterios de inclusión 
• Pacientes con diagnóstico de AHA por los estudios de gabinete previamente 
mencionados. 
« Pacientes mayores de 18 años y menores de 60. 
• Pacientes con AHA único sin complicaciones hepáticas ni extra-hepáticas 
• Carta de consentimiento informado autorizada por el paciente (apendice A) 
2.4.4 Criterios de exclusión 
• Presencia de otra patología que tenga referencia de alteración de los 
mediadores en estudio o presencia de estado inflamatorio. 
• Mujeres en periodo de menstruación 
t No-reunión de criterios de inclusión 
2.5 Determinación de Proteínas de Fase Aguda. 
Las proteínas de fase aguda HPT, CER, TRF, C3 y PCR se determinaron 
por la técnica de Nefelometría empleando un Nefelómetro BN1QQ de Behring. 
Con está técnica las proteínas HPT, TRF, CER y C3 contenidas en el suero 
humano reaccionaron con anticuerpos específicos, formando 
inmunocomplejos. Las concentraciones existentes fueron determinadas 
cuantitativamente mediante la medición de la difusión luminosa. La evaluación 
se efectuó mediante una curva de calibración trazada con la ayuda de 
diluciones del estándar de cada protelna. En el caso de PCR las partículas de 
poliestireno recubiertas de anticuerpos contra la PCR, se aglutinaron al 
mezclarse con las muestras de suero que contienen PCR. La intensidad de la 
luz dispersa medida por el nefelómetro depende de la concentración de PCR en 
la muestra, de manera que, por comparación con estándares de 
concentraciones conocidas, se determinó el contenido de PCR en la muestra. 
[ gr /mLl 
Figura 3. Estrategia para la determinación de las proteínas de fase 
aguda en el suero de los pacientes con AHA, GPR y GC por 
nefelometría. 
2.6 Determinación de Citocinas. 
Las citocinas FNTa, IL-10 e IL-6 se determinaron por la técnica de 
ELISA-sandwich (R&D Systems, Minnesota, USA). Cada kit provee celdas 
recubiertas con un anticuerpo monoclonal específico para la citocina respectiva. 
Se adicionaron 200 uL de la muestra de suero o estándar a cada celda y se 
incubó a 37°C. Después se adicionó un anticuerpo conjugado con peroxidasa; 
se utilizó como sustrato el peróxido de hidrógeno y como cromógeno la 
tetrametil bencidina. La lectura de absorbancia se realizó a 450 nm. Basándose 
en las curvas obtenidas para cada citocina se obtuvo la concentración en las 
muestras de suero. 
Inicialmente se determinaron las concentraciones de IL-1p y FNTa por 
ELISA de sensibilidad baja y por los resultados obtenidos con los primeros 
pacientes se decidió evaluar a todos los pacientes con AHA, GPR y GC por 
ELISA de sensibilidad alta para estas 2 citocinas. 
BN100 
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Figura 4. Diagrama de la estrategia para la determinación de la IL- ip , IL-6 y FNTa 
en suero de pacientes con AHA, GPR y GC por la técnica de ELISA. 
2.6.1 Preparación de las soluciones para IL1-p : 
Solución de lavado 
Se disolvió 100 mL. del amortiguador concentrado para lavados (solución 
de buffer surfactante con preservativos) que provee el kit de IL-1p en 900 mL de 
agua destilada 
Solución de sustrato 
Se disolvió el sustrato liofilizado (NADPH con estabilizadores) en 6 mL 
del diluyente para sustrato 10 minutos antes de utilizarse. 
Solución amplificadora 
Se disolvió el amplificador liofilizado (enzimas con estabilizadores) en 6 
mL del diluyente para el amplificador. 
2.6.1.1. Preparación de loe estándares para IL-ip 
Se reconstituyó el estándar de IL-10 con 5 mL del calibrador diluyente 
HD6 (suero animal con preservadores) que provee el kit. Esto produce una 
solución patrón de 8 pg/mL la cual se agitó por inversión por 15 minutos. Se 
pipetearon 500 uL del calibrador diluyente HD6 en 6 tubos; a partir de la 
solución estándar patrón se realizó diluciones seriadas de 4, 2, 1, 0.5, 0.25 y 
0.125 pg/mL. El estándar sin diluir se utilizó como el de concentración más alta 
y la solución diluyente sirvió como blanco. 
2.6.1.2 Determinación de IL-1 palta sensibilidad. 
Se adicionaron 100 (¿L del diluyente HD1C (buffer proteico con 
preservadores) a cada celda; se adicionaron 150 ^L del estándar o del suero en 
estudio a cada celda, se cubrió con una tapa adhesiva y se incubó por 2 hrs. a 
temperatura ambiente. Se aspiró cada celda y se lavó con buffer; se repitió este 
proceso tres veces para un total de 4 lavados. El buffer de lavado fue eliminado 
invirtiendo la placa sobre un papel absorbente. Se adicionaron 200 p l del 
conjugado de )L-ip a cada celda y se cubrió con una tapa adhesiva nueva; se 
incubó 2 hrs. a temperatura ambiente. Se repitió el lavado por 4 ocasiones y se 
adicionaron 50 iiL de la solución de substrato a cada celda. Se incubó por 45 
min. a temperatura ambiente y se adicionaron 50 nL de la solución 
amplificadora a cada celda incubándose por 45 min. a temperatura ambiente. 
Se adicionaron 50 pL de la solución de ácido sulfúrico 2N para detener la 
reacción. Se agitó uniformemente la placa por rotación sobre una superficie 
plana. Se determinó la densidad óptica de cada celda a 490 nm. dentro de los 
30 min. de que se detuviera la reacción, la concentración se obtuvo por 
interpolación con una curva de calibración. 
2.6.2 Preparación de las soluciones para IL6 
Solución de lavado 
Se disolvieron 20 m i del buffer concentrado (buffer surfactante con 
preservativos) que provee el kit en 480 mL de agua destilada 
Solución de sustrato 
Se mezcló en volúmenes iguales el reactivo A (peróxido de hidrógeno 
estabilizado) con el reactivo 6 (croniògeno tetrametilbencidina estabilizado) 10 
minutos antes de utilizarse. 
2.6.2.1 Preparación de los estándares para IL-6 
Se reconstituyó el estándar de IL6 con 5 mL del calibrador diluyente 
RD6F (suero animal con preservativos) que provee el kit. Esto produce una 
solución patrón de 300 pg/mL que se agitó por inversión por 15 minutos. 
Después se pipetearon 667 yL del calibrador diluyente en un tubo 
correspondiente a una concentración de 100 pg/mL y en 5 tubos restantes se 
pipetearon 500 yL del calibrador diluyente RD6F. A partir de la solución 
estándar patrón se realizó diluciones seriadas de 100, 50, 25,12.5, 6.25 y 3.12 
pg/ml. El estándar sin diluir se utilizó como el de concentración más alta (300 
pg/mL) y la solución diluyen te sirvió como blanco. 
2.6.2.2 Determinación de IL-ti 
Se adicionaron 100 jiL del diluyente RD1A (buffer proteico con 
preservativos) a cada celda; se adicionaron 100 ¿íL del estándar o del suero en 
estudio a cada celda, se cubrió con una tapa adhesiva y se incubó por 2 hrs. a 
temperatura ambiente. Se aspiró cada celda y se lavó con buffer, se repitió este 
proceso tres veces para un total de 4 lavados. El buffer de lavado fue eliminado 
invirtiendo la placa sobre un papel absorbente. Se adicionaren 200 nL del 
conjugado de IL*6 a cada celda y se cubrió con una tapa adhesiva nueva; se 
incubó 2 hrs. a temperatura ambiente. Se repitió el lavado por 4 ocasiones y se 
adicionaron 200 j¿L de la solución de substrato a cada celda. Se incubó por 20 
min. a temperatura ambiente y se adicionaron 50 ^L de la solución de ácido 
sulfúrico 2N para detener la reacción a cada celda. Se agitó uniformemente la 
placa por rotación sobre una superficie plana. Se determinó la densidad óptica 
de cada celda a 450 nm. dentro de los 30 min. de que se detuviera la reacción; 
la concentración se obtuvo por interpolación con una curva de calibración. 
2.6.3 Preparación de las soluciones para FNTa: 
Solución de Iavado 
Se disolvieron 100 mL del amortiguador concentrado de lavado (buffer 
surfactante con preservativos) que provee el kit de para FNTa en 400 mL de 
agua destilada. 
Solución <fe sustrato 
Se disolvió el sustrato liofilizado (NADPH con estabilizadores} en 6 mL 
del diluyente para sustrato 10 minutos antes de utilizarse. 
Solución amplificadora 
Se disolvió el amplificador liofilizado (enzimas con estabilizadores) en 6 
mL del diluyente para el amplificador. 
2.6.3.1 Preparación de los estándares para FNTa 
Se reconstituyó el estándar de FNTa con 1 mL del calibrador diluyente 
HD6J (suero animal con preservativos) que provee el kit. Esto produce una 
solución patrón de 32 pg/mL que se agito por inversión por 15 minutos. 
Después se pipeteó 500 |iL del calibrador diluyente HD6J en 6 tubos y a partir 
de la solución estándar patrón se realizó diluciones seriadas de 16, 8, 4, 2, 1 y 
0.5 pg/mL. El estándar sin diluir se utilizó como el de concentración mas alta (32 
pg/mL) y la solución diluyente sirvió como blanco. 
2.6.3.2 Determinación de FNTa de alta sensibilidad. 
Se adicionaron 50 pL del diluyente HD1-11 (buffer proteico con 
preservad o res) a cada celda; se adicionaron 200 jiL del estándar o del suero en 
estudio a cada celda, se cubrió con una tapa adhesiva y se incubó por 3 hrs. a 
temperatura ambiente. Se aspiró cada celda y se lavó con buffer, se repitió este 
proceso tres veces para un total de 4 lavados. El buffer fue eliminado al invertir 
la placa sobre un papel absorbente. Se adicionaron 200 yL del conjugado de 
FNTa a cada celda y se cubrió con una tapa adhesiva nueva y se incubó por 2 
hrs. a temperatura ambiente. Se repitió el lavado per 4 ocasiones y se 
adicionaron 50 \ i l de la solución de substrato a cada celda. Se incubó por 45 
min. a temperatura ambiente y se adicionaron 50 yL de [a solución 
amplificadora a cada celda incubándose por 45 min. a temperatura ambiente-
Se adicionó 50 de la solución de ácido sulfúrico 2N para detener la reacción 
a cada celda. Se agitó uniformemente la placa por rotación sobre una 
superficie plana. Se determinó la densidad óptica de cada celda a 490 nm. 
dentro de los 30 min. de que se detuviera la reacción; la concentración se 
obtuvo por interpolación con una curva de calibración. 
2.7 Determinación de Leucotrienos. 
2.7.1 Preparación de las soluciones. 
Se empleó una mezcla de estándares de ácido 
dihidroxioeicosatetraenoico (LTB4(22%), trans-6-LTB4 (19%), trans-6-12-epi-
LTB4 (21%). 5S,BR-DIHETE (18%) y 5S,6S-DIHETE (19%)} cuya concentración 
era de 100 ugfml, una mezcla de estándares de péptido-LTS {LTC4 (33%), 
LTD4 (34%) y LTE4 (33%)} con una concentración de 50 ug/mL y asi como 
LTB4 a una concentración de 99 ug/mL, LTC4 a una concentración de 54 
ug/mL , LTD4 a una concentración de 50 ug/mL y el LTE4 a una concentración 
de 55 ugJmL. 
A partir de estos estándares se tomaron 10 ul de cada uno y se diluyeron 
en 200 ul de metano!; estas soluciones se inyectaron en el cromatógrafo 
variando las condiciones siguientes: volumen de inyección, pH, flujo y 
composición de la fase móvil hasta encontrar las condiciones ideales de 
separación de estos compuestos tanto para las mezclas como para los 
leucotrienos individuales. 
2.7.2. Optimización de los parámetros cromatográficos 
Después de establecer las condiciones de detección se procedió a 
optimizar los parámetros cromatográficos de resolución (R), factor de 
capacidad (k') y el factor de selectividad (a) para mejorar la separación 
cromatográfica. 
La separación se midió en base a la resolución, la cual se determinó 
empleando la siguiente fórmula: 
R=(t2-t1)/1/2 (W1+W2) 
El factor de capacidad se obtuvo para evaluar la retención así como para 
ajustar la separación con la siguiente fórmula: 
K'= (tn-to)/to 
Siendo tn el tiempo de retención del pico de interés y to el tiempo del 
volumen muerto. 
El factor de selectividad se obtuvo del cociente entre los factores de 
capacidad de un par de picos. 
a= K'2/k'1 
2.7.3.- Selección del método de extracción en fase sólida 
Una vez que se establecieron las condiciones de separación, se procedió 
a evaluar el proceso de extracción. Se compararon dos métodos descritos en la 
literatura por Huber y cois, (método 1) y por Uemura y cois, (método 2) . El 
diagrama de flujo se muestra en el siguiente diagrama (Fig. 5). 
METODO 1 METODO 2 
40 mi de orina 
i 
4.0 mi d e orina 
i 
1 
1 mL de metano l acuoso 90% 
i 
Acidi f icar 
-0.5 mmol/L EDTA p H 4.0 con 
-1.0 mmol/L HTMP ácido fortnico 
-20 mmol/L KHCOj 
1 
1 
• 
Adic ionar 4.0 m L de metano l 
p H 5.5 con HCI 0.1 M 
1 
C e n t r i f u g a r l o min a 0°C 
• 
Congelar a -70 °C por 1 hr. 
X 
Extraer e n Í e p - P a K C 1 8 
• 
Centr i fugar 10 min a 0°C 
i 
1 
T 
Extraer con S e p - P a K C18 
i Eluir c o n 5 mi metanol 90% 
- 1 mmol/L HTMP i 
-0.5 mmol/L EDTA 
I 
T 
Eluir con 2 mi metanol 
i 
• 
l levar a sequedad 
| 
1 
Llevar a s e q u e d a d 
Resuspender metanol 30% 
1 
R e s u s p e n d e i ^ e n metano l 
i 
i 
CLAR 
t 
C L A R 
M. H u b e r ,1990 M. U e m u r a ,1994 
Figura 5. Diagrama de los métodos planteados para el proceso de 
extracción de los leucotrienos. 
2.7 A Soluciones de trabajo para las curvas de calibración 
En base a los estándares de los leucotrienos y tomando en cuenta las 
concentraciones normales descritas en orina (LTE4: 0.226 ng/mL; LTD4: 0.256 
ng/mL; LTC4: 0.325 ng/mL , LTB4 0.174 ng/mL) se procedió a evaluar las 
curvas de calibración para cada leucotrieno empleando la inyección directa de 
estos y valorando también el proceso de extracción a estas concentraciones. 
Esto ultimo se valoró en muestras del grupo control comparando la respuesta 
de orina sin adición del estándar y con adición del estándar. 
2.7.4.1. Aplicación del método seleccionado como el proceso de 
extracción (método 2) en las muestras de orina del grupo control para la 
obtención de las curvas de calibración. 
Se tomo una alícuota de 4 mL de orina de sujetos del GC y se acidificó a 
pH de 4.2. A continuación se adicionó un volumen igual de metanol y los 
estándares de cada leucotrieno a diferente concentración y se congeló a -70°C 
durante una hora; se centrifugó por 15 minutos a 0°C y el sobrenadante se 
pasó a través de cartuchos Sep-Pak C-18 , los cuales se activaron eluyendo a 
través de ellos 5 mL de agua seguida de 10 mL de metanol acuoso al 50%. Se 
lavó con 20 mL de agua destilada y posteriormente se eluyó con 5 mL de 
metanol. El solvente se evaporó con nitrógeno y finalmente, la muestra se 
resuspendió en 300 yL de la fase móvil metanol:agua:ácido acético pH 5.6 
(65/35), y se filtró antes de ser inyectado en el cromatógrafo. 
El análisis por CLAR-FR se realizó en un cromatógrafo de líquidos 
modelo HP1090 con arreglo de diodos, utilizando como fase estacionaria ODS-
Hypersil C-18. Se emplearon las condiciones establecidas inicialmente en el 
proceso de separación.. 
Finalmente se evaluaron los resultados de 5 extracciones a diferentes 
concentraciones para cada leucotrieno en 5 matrices distintas. 
I 
a 
CLAR-FR 
Figura 6. Diagrama de la estrategia para la extracción en fase sólida y separación 
de LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4 en orina de sujetos del GC adicionada con 
estándares de leucotrienos por la técnica de CLAR-FR. 
2.7.5.- Validación del método 
2.7.5.1.- Determinación de la Linearidad y la Precisión del método. 
Para determinar la linearidad se realizaron 3 determinaciones para cada 
concentración, especificadas en la curva de calibración. Se trazó una curva de 
regresión lineal para cada analito sin promediar los puntos. Estos cálculos 
fueron realizados usando el programa de computadora Cricket-Grafics 
La precisión se obtuvó empleando la siguiente fórmula: 
DER=%CV=(DE/X)*100 
Donde: 
DE: Desviación estándar de la muestra 
X: Media aritmética de xi mediciones 
2.7.5.2.- Sensibil idad 
Se establecieron en base a los limites de detección y los limites de 
cuantificación de la siguiente manera: 
Límite de detección del método (LDM) 
Se determinó adicionando los estándares de los leucotrienos a las 
muestras de orina del grupo control por separado así como en mezcla de los 4 
LTS. El procedimiento completo fué sometido a análisis incluyendo el 
procedimiento de extracción. Este se calculó a partir de la desviación estándar 
de la respuesta al origen de la ordenada (DE) y la perdiente de la curva de 
calibración (P) de acuerdo a la siguiente formula: 
LDM= 3.3*(DE/P) 
El procedimiento para la obtención del LDM siguió los siguientes pasos: 
a) Se obtuvo la ecuación de la curva de calibración para cada una de las tres 
repeticiones efectuadas a los diferentes niveles de concentración de los 
leucotrienos. 
b) Se utilizaron estas ecuaciones para obtener el valor de la ordenada al origen 
(esto es el valor de la* tí" o blanco). 
c) Se calculó la desviación estándar mediante el uso de los tres valones de" b". 
d) Se calculó la pendiente promedio general mediante el uso de las 3p 
(pendientes individuales) de las curvas de calibración obtenidas. 
e) Se aplicó la ecuación para LDM 
El limite de cuantrficación del método (LCM) se calculó a partir de la DE 
y de la P de acuerdo a la siguiente fórmula: 
LCM=1G*(DE/P) 
2.7.5.3.- Exactitud 
Se seleccionaron 3 estándares de calibración para cada leucotrieno 
cubriendo el rango de trabajo a nivel bajo, medio e intermedio. Se analizó cada 
nivel de concentración, por triplicado. Se calculó a cada nivel de concentración 
el error individual y promedio; se determinó el promedio general y la desviación 
estándar del error a los tres niveles de concentración. 
% Recuperación = Cantidad adicionada x 100 
Cantidad recuperada 
2.7.5.4. Robustez 
Dentro de los ensayos de robustez del método de separación se 
consideraron los siguientes factores: 
pH: Se realizaron inyecciones de estándares usando los sigiuentes 
valores de pH de la fase móvil: 5.0, 5.3 y 5.9 
Composición de la fase móvil: Se realizaron determinaciones 
disminuyendo la concentración de metanol 68:28 65:35,60:40, 
Flujo: Se realizaron determinaciones usando 0.2 y 0.6 mL/min. en vez de 
0.4 mL/min. 
Matriz: Se realizaron determinaciones empleando distintas muestras de 
orina, incluyendo una muestra de orina de un paciente con shock séptico y 
otro con cirrosis hepática. 
2.7.6 Aplicación del método validado a las muestras de orina de los tres 
grupos de estudio (AHA, GPR y GC). 
Se analizaron muestras de orina de pacientes recolectadas por micción 
espontánea en periodo agudo y en post-recuperación total, asi como orina del 
grupo control. Las muestras se dividieron en alícuotas de 40 mL de orina a las 
cuales se les adicionaron 20 mmol/L de EDTA, 5 mmol de HTMP y argón como 
estabilizadores y se congelaron a -70°C hasta su análisis por la técnica de 
CLAR-FR antes descrita (Método descrito por U emú ra y cois.). Los eluatos 
fueron inyectados en un cromatógrafo de líquidos, utilizando como fase 
estacionaria ODS-Hypersil C-18, empleando una fase móvil de 
metanol:agua:ácido acético pH de 5.6 a un flujo de 0.5 mL/min y monitoreando 
la señal a 280 nm. 
2.8 Análisis estadístico. 
Se utilizaron las siguientes pruebas inferenciales: el análisis de 
correlación múltiple, el análisis de varianza y la prueba de t de Student 
pareada para el análisis de los resultados. Los parámetros fueron: la media y 
desviación estándar para cada leucotríeno, citocina y proteína en los tres 
grupos de estudio. Se empleó el paquete de computación Statistica para el 
procesamiento de los datos. 
CAPITULO III 
RESULTADOS 
3.1 Constitución de los grupos de estudio 
El grupo total de pacientes en la fase aguda se constituyó por 49 casos 
(40 del sexo masculino <M) y 9 del sexo femenino (F)) con una edad promedio 
de 36±11 años. 
El grupo post-recu pe ración se constituyó por 40 pacientes después de la 
recuperación total estudiados 2 meses después del alta hospitalaria. 
El grupo control se constituyó de 30 sujetos clínicamente sanos (20M y 
10F) con una edad promedio de 25±4 años. 
3.2 Expediente clínico para ingreso al protocolo de investigación 
A todos los pacientes se les completó un expediente clínico para su 
ingreso al protocolo. Se valoraron (as pruebas de funcionamiento hepático 
(PFH), la biometria hemática (BH) y el título de seroameba por 
hemaglutinación. Los valores promedio de las PFH y BH se presentan en la 
tabla III. 
Tabla III. Biometria hemática y pruebas de funcionamiento hepático en 
pacientes con absceso hepático amibiano en la fase aguda 
Prueba x±1DE Prueba x±1DE Prueba xtlDE 
Hb(g/dL) 10.1 ±1.6 B.T.(mg/dl) 1,8±1.3 Glob(g/dL) 3.8±0.7 
Hto(%) 31.0±4.3 B.D.(mg/dL) 1,1*1.1 GGT* 3.0±2.3 
CMHG(%) 32.0114 B.l.(mg/dl) 0.7±0,4 Air 0.3±0,5 
Leu (mm3) 16.520±5,067 P.T.(gJdL) 6.5±0.8 AS r 0.5±0.8 
Ptaq.(mm5) 295.777±124,296 Alb.(g/dL) 2.6±0,6 F.A* 0.6±0.6 
Hb= Hemoglobina. Hto= Hematocrtto, CMHG» Coneentraclta medí« 4« hemoglobina glolxjl«, leu.« Uticoctto*, P l * ^ 
B.T.= BHlmiblna total, B.O.- Bdlrniblna BrecU, B.I.*BIMmiblna Indirecta, P.T-Prot»ínw totales, Alb." 
Albúmlna, Glob.» Globulina«, GGT» Gamaglutamiltr8n9férMB>MTaalanlnoamin«(ranal*rwa, 
A£Tsa*partitQainfcKrtran»f«rSYa, F-A=Fo*httn alcalina. 
* Número de veces elevado del finito superior normal 
La presencia de los signos y los síntomas de AHA durante la fase aguda 
en el grupo de pacientes se consignaron en el expediente clínico (apéndice A). 
3.3 Determinación de las proteínas de fase aguda 
Se obtuvo una curva de calibración para cada una de las proteínas 
analizadas, posteriormente se presentan los niveles séricos de las proteínas en 
los grupos de estudio (AHA, GPR y GC) y finalmente se resume el análisis 
estadístico de los datos. 
3.3.1 Curvas de calibración de las proteínas de fase aguda 
Las curvas de calibración obtenidas en el nefelómetro BN100 fueron 
determinadas con los estándares que se muestran en la tabla IV para cada 
proteína: HPT, CER, C3, PCR y TRF. Se repitió la curva de calibración cada 15 
determinaciones de cada proteina. 
TABLA IV. Estándares util izados para obtener las curvas de cal ibración ds 
las proteínas de fase aguda 
HPT CER TRF PCR C3 
(gr/L) (gr/L) (gr/L) (gr/L) (gr/L) 
ESTANDAR 1 0.601 0.109 0.312 0.419 0.145 
ESTANDAR 2 0.311 0 053 0.154 0.215 0 072 
ESTANDAR 3 0.149 0.027 0.079 0.104 0.036 
ESTANDAR 4 0.076 0.014 0.038 0.052 0.018 
ESTANDAR 5 0.038 0.007 0.020 0.027 0 009 
ESTANDAR 6 0.019 0.003 0.013 0.005 
ESTANDAR 7 0.007 
Las curvas de calibración obtenidas por estos estándares se muestran en 
las figuras 7-11. 
M.M V 
Figura 7. Curva de calibración de ceruloplasmina 
Figura 8. Curva de calibración de la fracción C3 del complemento 
Figura 9. Curva de calibración de haptoglobina 
• .« M 
Figura 10. Curva de calibración de trans terrina 
Figura 11. Curva de calibración de proteina C reactiva 
3.3.2 Cuant i f icadón de las proteínas de fase aguda 
Se encontró con respecto al GC durante la fase aguda del AHA y en el 
GPR los siguientes resultados; para la fracción C3 del complemento en el grupo 
con AHA 15 pacientes presentaron valoras disminuidos (31%), 33 pacientes 
(67%) tenían valores normales y sólo un paciente (2%) presentó valores 
elevados respecto al GC (VR= 0.8-1.2 gr/L), mientras que para el GPR 7 
pacientes seguían teniendo valores disminuidos reduciéndose a un 17 % 
comparado con la fase aguda, 31 pacientes seguían normales (78%) y 2 
pacientes (5%) presentaron valores elevados respecto al GC (Tabla V); para la 
proteína PCR en el grupo con AHA los 49 (100%) pacientes presentaron 
valores elevados respecto al GC (VRS 1.9-2.8 gr/L), mientras que para el GPR 
22 pacientes se normalizaron (55%) con respecto a la fase aguda y 18 
pacientes (45%) seguían presentando valores elevados respecto al GC (Tabla 
V); para la protelna HPT en el grupo con AHA 3 pacientes (6%) tenían valores 
normales y 46 pacientes (94%) presentaron valores elevados respecto al GC 
(VR= 0 3 -15 gr/L), mientras que para el GPR 20 pacientes se normalizaron en 
un 50% con respecto a la fase aguda (80%) y 20 pacientes (50%) seguían 
presentando valores elevados respecto al GC (Tabla V); para la proteína TRF 
en el grupo con AHA 40 pacientes presentaron valores disminuidos (82%), 8 
pacientes (16%) tenían valores normales y sólo un paciente (2%) presentó 
valores elevados al compararse con el GC (VR= 1.8-3.2 gr/L), mientras que 
para el GPR 2 pacientes (5%) seguían teniendo valores disminuidos comparado 
con la fase aguda, 32 pacientes se normalizaron (80%) y 6 pacientes (15%) 
presentaron valores elevados respecto al GC (Tabla VI). La CER en el grupo 
con AHA 3 pacientes presentaron valores disminuidos (6%), 20 pacientes 
(16%) tenían valores normales y 26 pacientes (53%) presentaron valores 
elevados respecto al GC (VR= 0.12-0.28 gr/L), mientras que para el GPR 2 
pacientes seguían teniendo valores disminuidos (5 %), 36 pacientes se 
normalizaron (90%) con respecto a la fase aguda y 2 pacientes (5%) 
presentaron valores elevados respecto al GC (Tabla VI). 
Se observo que todas las proteínas de fase aguda estudiadas 
presentaron alteración con respecto a los valores de referencia establecidos en 
el GC, sin embargo la TRF, la HPT y la PCR fueron los reactantes mas 
alterados y con mayor consistencia en la fase aguda del AHA 
Tabla V. Concentraciones séricas de las proteínas de fase aguda C3, RCR 
y HPT en el grupo con AHA, GPR y GC. 
No. ds C3 gr/L PCR mg/L HPT grfL 
Pac. AHA GPR GC AHA GPR GC AHA GPR GC 
1 0.86 1.10 1.69 133.00 2.90 2,70 6.42 1.07 2.59 
2 0.80 1.69 0.92 117.40 2.60 2.60 6.52 1.69 1.75 
3 1.16 1.00 107.00 — — 2.70 9.13 1.69 
4 1.61 0.85 0.83 28.00 2.90 2,70 5.62 1.40 1.77 
5 0.95 1.00 1.03 348.60 6.10 2.60 6.52 1.75 2.88 
6 0.90 0.83 0.86 21.80 2.60 2.60 7.26 1.63 1.10 
7 0.33 1.12 1,02 126.50 4.20 2.60 2.30 1,20 0.38 
8 1.07 0.69 22.00 2.60 5.71 0.68 
9 0.58 0.86 0.76 66.10 2.80 2.80 4.10 1.90 0.43 
10 1.26 1.43 1.08 79.20 2.60 2.60 11.99 1.80 1.43 
11 0.80 0.83 0.87 117.80 3.50 2.80 6.70 1.11 0.92 
12 0.90 1.12 1.00 209.40 13.10 2.70 5.92 0.70 0,55 
13 0.51 1.18 106.80 2.60 4.92 0.79 
14 0.85 0.96 1.50 110.50 2.90 2.60 6.70 1.78 1.02 
15 0.95 0.76 0.90 301.20 3.70 2.80 5.81 2.30 0.38 
16 0.68 0.87 1.16 64.80 2.60 2.70 8.61 2.72 0.53 
17 0.93 1.19 0.58 145.00 2.70 2.80 3.37 1.78 0.94 
18 0.73 1.42 0.80 100.90 2.80 2.80 7.48 1.94 0.41 
19 1,02 0.50 118.10 • 2.70 7.15 0.38 
20 0.41 0.67 1.05 331.70 4.20 2.60 3.57 2.90 0.85 
21 0.53 0.82 0.75 63.10 2.90 2.60 2.53 1.72 0.64 
22 0.84 0.96 0.68 73.30 3.10 2.70 2.37 0.90 0.38 
23 1.62 — — 1.16 323.40 2.80 5.70 0.49 
24 0,80 1.12 1.15 101.20 2.70 2.60 2.23 1.13 1.21 
25 1.53 0.80 400.30 2.60 4.72 0.93 
26 0 68 0.88 1.02 20.50 2.60 2.80 1.29 0.70 0.38 
Tabla V. Concentraciones séricas de las proteínas de fase aguda en el 
grupo con AHA, GPR y GC.(continuación) 
No. de C3 gr/L PCR mg/L HPT gr/L 
Pac, AHA GPR GC AHA GPR GC AHA GPR GC 
27 1.05 1.23 0.91 114.20 2.90 2.70 3.63 1.32 0.38 
28 0.B8 0.92 0.70 14.70 2.60 2.60 2.77 1.07 1.94 
29 0.70 1.03 1.00 27.70 2.60 2.80 1.58 0.53 0.99 
30 0.88 — _ 0.81 151.90 2.70 4.65 1.42 
31 0.90 1.56 359.20 4 70 3.95 1.93 
32 0.86 1.43 133.90 2.30 5.43 2.70 
33 1.16 1.15 117.40 2.60 6.71 1.10 
34 0.95 1.20 126.50 3.00 4.16 0.65 
35 0.58 0.98 66.00 2.30 7.15 1.20 
36 1.26 81.00 6.23 
37 0.90 1.23 119.00 3.00 7.14 0.60 
38 0.85 1.10 106.10 2.70 3.61 1.31 
39 0.96 1.02 67.90 2.60 4.77 1.95 
40 0.70 0.87 102.70 3.10 5.42 2.46 
41 0.73 0.70 331.00 4.20 2.98 1.17 
42 1.01 1.00 93.00 2.30 4.42 1.65 
43 0.53 78.40 1.29 
44 0.85 0.75 100.12 2.80 2.77 0.63 
45 1.23 1.00 114.40 3.00 4.65 1.67 
46 0.82 0.80 29.70 2.30 3.95 1.24 
47 0.69 0.65 132.00 2.60 6.42 2.72 
48 1.02 0.97 93.20 2.60 5.62 2.67 
49 0.88 0.67 49.70 2.70 6.52 2.75 
— - No determinado 
Tabla VI. Concentraciones séricas de las proteínas ds lase aguda TRF y 
CER 
sn si grupo con AHA, GPR y GC. 
No. de TRF gr/L CER gr/L 
Pac, AHA GPR GC AHA GPR GC 
1 1.66 3.52 2.63 0.36 0.20 0.16 
2 1.10 2.09 3.94 0.23 0.17 0.17 
3 2.07 2.45 0.28 0.18 
4 3.58 3.97 1.56 0.27 0.19 0.16 
5 0.93 2.77 3.03 0.34 0.15 0.14 
6 1.81 2.51 1.79 0.23 0.17 0.16 
7 0.40 2.47 2.46 0.34 0.23 0.18 
8 1.83 2.33 0.32 0.20 
9 0.74 3.81 1.67 0.40 0.24 0.18 
10 1.26 2.09 2.33 0.33 0.27 0.33 
11 1.20 2.48 2.35 0.28 0.19 0.14 
12 1.14 2.54 2.77 0.25 0.29 0.18 
13 0.76 _ 2.49 0.26 0.17 
14 1.95 3.23 2.09 0.26 0.21 0.17 
15 0.94 2.77 2.36 0.28 0.26 0.15 
16 1 00 2.49 2.92 0.28 0.15 0.53 
17 1.14 1.96 1.34 0.31 0.13 0.10 
18 0.97 2.83 2.73 0.20 0.23 0.17 
19 1.49 • • — • 1.35 0.24 0.21 
20 0.53 2.98 3.44 0.39 0.17 0.14 
21 0.88 1.97 2.32 0.30 0.12 0.15 
22 1,29 3.52 1.88 0.47 0.15 0.10 
23 1.48 4.15 0,54 0.19 
24 0.97 2.46 1.30 0.33 0.19 0.20 
25 1,72 2.62 0.29 0.17 
26 1.22 2.48 3.47 0.33 0.17 0.16 
27 1.47 2.53 1.93 0.26 0.19 0.16 
Tabla VI. Concentraciones séricas de las proteínas de fase aguda TRF y 
CER en el grupo con AHA, GPR y GC.(continuación) 
No. de TRF gr/L CER gr /L 
Pac. AHA GPR GC AHA GPR GC 
28 2.77 1.07 1.94 0.24 0.17 0.18 
29 1,58 0.53 0.99 0.10 0.12 0.14 
30 1.34 0.30 0.15 
31 1.41 2.16 0.26 0.10 
32 1.66 2.14 0.27 0.16 
33 1.11 3.71 0.11 0.10 
34 2.07 2.89 0.25 0.19 
35 0.96 1.97 0.39 0.22 
36 1.81 0.36 
37 1.83 3.42 0.22 0.21 
38 0.74 1.79 0.06 0.23 
39 1.26 3.97 0.36 0.20 
40 1.42 3.11 0.32 0.25 
41 1 95 3.43 0.32 0.28 
42 0.94 2.31 0.29 0.23 
43 1.00 0.28 
44 1.14 2.71 0.22 0.19 
45 0.97 1.93 0.32 0.27 
46 1.49 2.75 0.30 0.24 
47 0.88 2.10 0.60 0.39 
48 1.29 3.20 0.32 0.25 
49 1.48 2.97 0.67 0.37 
— No determinado 
3.3.3 Valores promedio de las proteínas de fase aguda 
El valor promedio de cada PFA así como la existencia de diferencia 
estadísticamente significativa en los grupos analizados, se presentan en la 
tabla VII y en la Fig. 12. 
Tabla Vil. Niveles de proteínas de fase aguda 
PFA AHA GPR GC 
gr/L n=49 n«40 n«30 
x±1DE X11DE X11DE 
HPT 5.11±2.15 1.58±0.67 0.95±0.67 
TRF 1.32±0.52 2.6910.58 2.4810.72 
C3 y 0.8910.27 1.0110.24 0.9410.24 
CER *,** (n=45) 0.28±0.Q7 0.2210.05 0.2310.06 
p c r v y 
(mg/L) (n=42) 91.83i41.98 3.2611.76 2.6810.08 
( ' ) = A H A vs G P R p<0.05. (** A H A vs G C p<0 .05 . (—) = G P R v» G C ( X 0 . 0 5 
Se decidió eliminar 4 pacientes en la determinación de CER y 7 en la 
determinación de PCR para disminuir la dispersión de los resultados y 
posteriormente aplicar el análisis estadístico. 
Se encontró una alteración en las 5 proteínas de fase aguda estudiadas, 
esto se muestra por una elevación de la CER, la PCR y la HPT y a la vez una 
disminución de la TRF y la fracción C3 del complemento en los pacientes con 
AHA durante la fase aguda encontrándose diferencia estadísticamente 
significativa con respecto al GPR y GC señalada por (*) y valor de p<0.05; se 
observó que los niveles de esta9 proteínas regresaban a niveles comparables 
con el GC en la tase de post-recuperación (Figura 12). 
cjr/L 
i Ü * * * » * * * * * 
• 
GPR 
GC 
H P T T R F C3 C E R P C R 
(*) A H A vs. G P R , (**) A H A vs. G C , ( " * ) G P R vs. G C , p<0.05 
Figura 12. Niveles de las proteínas de fase aguda. 
3.4 Determinación de las citocinas 
Se obtuvo una curva de calibración para cada una de las citocinas analizadas, 
posteriormente se presentan los niveles séricos de las citocinas en los grupos 
de estudio (AHA, GPR y GC) y finalmente se resume el análisis estadístico de 
los datos. 
3.4.1 Curvas de calibración de las cRocinas ILip, ILS y FNTa 
Los estándares utilizados para las curvas de calibración se presentan en 
la tabla VIII; en las Figuras 13-17 se presentan las curvas de calibración, las 
cuales fueron repetidas cada 25 determinaciones para cada citocina. 
TABLA VIII. Estándares utilizados para obtener las curvas de calibración 
de las ci tocinas 
Concentración IL-6 IL- lp SB IL-lp SA FNTa SB FNTa SA 
(pg/mLJ 
ESTANDAR 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
ESTANDAR 2 3.13 3.90 0.12 15.60 0.50 
ESTANDAR 3 6.25 7.80 0.25 31.20 1.00 
ESTANDAR4 12.50 15.60 0.50 62.50 2.00 
ESTANDAR 5 25.00 31.30 1.00 125.00 4.00 
ESTANDAR 6 50.00 62.50 2.00 250.00 8.00 
ESTANDAR 7 100.00 125.00 4.00 500.00 16.00 
ESTANDAR 8 300.00 250.00 8.00 1000.00 32.00 
SA= sensibilidad alta, SB* sensibilidad baja 
Figura 13. Curva de calibración de IL-6 
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Figura 14. Curva de calibración de 1L-lp de alta sensibilidad 
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Figura 15. Curva de calibración de IL-1p de baja sensibi l idad 
Con las curvas de calibración IL-1p y FNTa obtenidas de los ELISA de 
baja sensibilidad no se detectaron niveles séricos de estas citocinas en los 
grupos de estudio por lo que se emplearon los ensayos de ELISA de alta 
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sensibilidad, los cuales permitieron la cuantíficación de estas dos citocinas 
apropiadamente. 
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Figura 19. Curva de calibración de FNTa de alta sensibilidad 
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Figura 17. Curva de calibración de FNTa de baja sensibilidad 
3.4.2 Cuantif icación de la« atoc inas 
La IL-6 estaba elevada en los 49 pacientes (100%) durante la fase aguda 
del AHA, en el GPR los 40 pacientes estudiados seguían presentando valores 
elevados con respecto al GC (VR=0.6-1.6 pg/mL) sin embargo estos estaban 
considerablemente disminuidos respecto a la medición de esta citocina en la 
fase aguda del AMA; la IL-1pse encontró elevada en los 49 pacientes (100%) 
durante la fase aguda del AHA con respecto al GC (VR= 0.1-0.3 pg/mL) y en el 
GPR 28 (70%) pacientes se normalizaron con respecto al GC mientras que 12 
(30%) seguían elevados pero considerablemente disminuidos respecto a la 
medición inicial en la fase aguda (Tabla IX); para el FNTa 46 pacientes (94%) 
tenían niveles elevados y 3 (6%) eran normales respecto al GC (VR= 0.6-1.4 
pg/mL) y en el GPR 6 pacientes (15%) presentaban valores normales 
mientras que los restantes 34 pacientes (85%) mostraran valores disminuidos 
con respecto a la fase inicial del AHA (Tabla IX). 
Se encontró que los niveles séricos de las tres atocinas estaban 
incrementados en la fase aguda de AHA, solamente los niveles séricos de IL-
1(5 caían dentro del rango establecido como valor de referencia del GC en la 
mayoría de los pacientes del GPR (70%), mientras que para IL-6 y el FNTa los 
niveies séricos seguían elevados en el GPR pero considerablemente 
disminuidos con respecto a la fase aguda del AHA (Tabla IX). 
Tabla IX. Concentraciones séricas de las citocinas en el grupo con AHA, 
G P R y G C . 
No.de P/GC IL-6(pg/mL) IL-1p(pg/mL) FNT«(pg/mL) 
AHA GPR GC AHA GPR GC AHA GPR GC 
1 3 0 0 5.6 0.9 3.0 0.3 0.3 7.2 3.2 2.0 
2 50.0 3.0 1.2 3.0 0.1 0.5 2.9 2.4 0.7 
3 60 0 — — 2.2 2.4 — 0.1 0 9 — — 0.4 
4 14.0 3.8 0.9 1.2 0.1 0.2 1.5 2.5 0.9 
5 28.0 3.0 1.0 1.9 0.2 0.2 5.0 4.6 1.0 
6 200.0 6.8 0.9 2.4 0.8 0.3 7.5 4.1 0.9 
7 175.0 3.0 1.0 2.3 0.4 0.1 8 2 2.9 0.6 
8 440.0 — 0.7 2.6 — 0.1 125.0 — — 1.2 
9 43.0 3.1 0.8 0.6 0.1 0.1 2 5 0.1 2.1 
10 51.0 6.6 0.5 2.8 0 2 0.2 10.0 2 9 0.9 
11 52.0 5 6 0 9 1.1 0.2 0.2 0.8 2.1 1.3 
12 445.0 5.6 1.2 2.3 0.1 0.3 27.0 2.2 0,7 
13 150.0 0.7 2.8 - — 0.5 12.0 — 0.9 
14 34.0 3.8 0.9 2.3 1 6 0.1 7 2 2.8 0.5 
15 300.0 12.0 1.3 2.0 0.2 0.1 10.0 1.9 1.3 
16 47.0 3.0 0.8 0.5 0.1 0.1 6.0 1.3 0.9 
17 175.0 3.0 0.9 1.0 0.3 0.2 15.0 2.6 1.4 
18 18.0 12.0 1.2 1.0 0.4 0.2 10.0 2.5 0.5 
19 49.0 — 2.1 0.6 — 0.3 4.5 — 1.4 
20 385.0 3.0 1.7 2.4 0.8 0.1 12.5 2.5 0.7 
21 26.0 25.0 0.9 1.0 0.3 0.5 3,0 2.0 0.9 
22 27.0 5.6 0.7 0.4 0.5 0.3 2.9 2.0 1.2 
23 153.0 — 1.6 1.4 — 0.1 7.2 — 1.3 
24 31.0 3.0 0.9 0.2 0.2 0.4 15.5 1.8 0.9 
25 25.0 — 1.7 0.4 — 0.3 12.0 — 0.6 
26 36.0 10.0 2.3 1.4 0 8 0 2 12.9 1.3 2.1 
27 33.0 18.0 1.1 0.5 0.6 0.3 13.9 3 4 0.9 
28 300.0 5.6 1.3 2.6 0.2 0.1 11.7 2 2 0.5 
29 220.0 3.0 0.8 0.6 0.2 0 3 2.3 2 9 1.4 
30 60.0 — 0.9 0.5 — 0.2 3.1 — 0.7 
31 300.0 3.0 1.4 1.6 12 5 5 1 
32 130.0 5.6 0.8 0 2 5.2 2.4 
33 44.0 3.0 0.4 0.4 7.0 2.8 
34 300.0 6.8 2.5 0.5 8,6 2.2 
35 290.0 3.0 2.6 0 2 6 9 1.7 
36 150.0 — 2.3 — 3.5 — 
37 54.0 3,1 1.9 0.2 4.5 1.9 
Tabla IX. Concentraciones séricas de las citocinas en el grupo con AHA, 
GPR y GC. 
No.de P/GC 
AHA 
IL-6(pg/mL) 
GPR GC 
IL-ip(pg/mL) 
AHA GPR GC 
FNTa( pg/mL) 
AHA GPR GC 
39 52.0 5.6 0.6 0.2 4.2 1.4 
40 160.0 5.6 1,5 0.1 8.7 1.7 
41 36.0 3.0 0.5 0.1 3.4 2.3 
42 7.0 3.0 19 0.1 5.2 3.0 
43 27.0 — - 0.5 4.1 — 
44 74.0 3.0 2.4 0.4 12.9 3.1 
45 300.0 3 0 2 6 0 2 12.7 2.7 
46 66.0 3.1 1.1 0 3 2.1 1.3 
47 300.0 6.6 2.6 0.2 12.9 2.7 
48 6.2 5.6 0.1 0,1 1.0 1.0 
49 33.0 5.6 3.1 0.3 4 7 2 0 
No determinado 
3.4.3 Valores promedio de la cuantificación de las citocinas 
El valor promedio de cada citocina así como la existencia de diferencia 
estadística en los grupos analizados por la prueba t de tudent pareada se 
presenta en la tabla X y en la figuráis. Se decidió eliminar 9 determinaciones 
de IL-6 (>300 pg/mL) y una de FNTa (>125 pg/mL) para disminuir la dispersión 
de los resultados y aplicar el análisis estadístico. 
Tabla X. Niveles de citocinas 
Citocina AHA GPR GC 
pg/ml n=49 n=40 n=30 
X±1DE x±1DE x±1DE 
IL-6 n=40 73.0±68.0 5.7±4.4 1.1±0.5 
1.5±0.9 0.3±0.3 0.2±0.1 
1 FNTa*,*Y** n=48 7.4±5.1 2.3¿0.9 1 0±0.4 
(•) = A H A vs G P R p<0 05 Sensualidad 
( " )= AHA vs G C p<0.05 IL-6 - 0.70 pg/mL 
( * " ) = G P R vs G C p<0.05 11-1P a 0.1 pg/mL 
F N T a » 0.1 p g / m l 
NIVELES DE CITOCINAS 
DO/mL 
• 
GPR 
GC 
I L - 6 I L - i p F N T a 
n AHA VS. GPR , N AHA VS. GC, (***) GPR vs. GC , p<0.05 
Figura 18. Niveles de citocinas en AHA,GPR y GC 
Los niveles de IL-6 fueron mayores que los de IL-1 p y los de FNTa en los 
pacientes con fase clínica aguda del AHA. Estos valores disminuyeron durante 
la fase de post-recuperación pero siguieron siendo elevados con respecto al GC 
como se observa en la Fig. 18. 
3.5 Análisis de leucotrienos 
3.5.1 Optimización de los parámetros cromatográficos. 
Las condiciones cromatográficas iniciales reportadas en la literatura para 
el estudio de estos metabolitos permitieron realizar los experimentos cuyos 
resultados fueron evaluados para definir si satisfacían o no los requerimientos 
del trabajo. Sobre estas condiciones iniciales se realizaron algunas 
modificaciones, hasta llegar a establecer las condiciones óptimas para la 
determinación de los leucotrienos, las cuales se presentan a continuación: 
- Flujo: 0.4 mL/min. 
- Temperatura: ambiental 
- Longitud de onda de monitoreo: 280 nm. 
- Fase estacionaría: columna hypersil-ODS 100 mm x 2.1 mm, D.l. 
5 nm. 
- Fase móvil: 
Solvente A: metanol (65%) 
Solvente B: agua, ácido acético pH = 5.4 (35%) 
La separación de los metabolitos del ácido araquidóníco con estas 
condiciones se puede observar en los cromatogramas de la figura 19 y 20. El 
tiempo total de elución fue de 20 minutos. De los 4 leucotrienos de interés el 
LTD4 fue el compuesto con mayor tiempo de retención (9.3 min.). En el 
cromatograma se indica el orden de elución de los compuestos y los tiempos de 
retención característicos. 
Figura 19. Cromatograma de los cistenil-eucotrienos separados por CLAR-
FR. El orden de elución fue: LTC4, LTE4 y LTD4. Las condiciones de 
elución son descritas en el texto. 
Figura 20. Cromatograma de LTB4 y sus metabolitos separados por 
cromatografía de líquidos de afta resolución fase reversa. El orden de 
elución fue: trans-6-LTB4, LTB4, trans-6-12-epi-LTB4, (5S,6S)DiHETE y el 
(5S.6RJDÍHETE. Las condiciones de elución son descritas en el texto. 
La mezcla del LTB4 y sus metabolitos se utilizó inidalmente para 
establecer los parámetros ideales para la detección del LTB4. Después se 
empleó el estándar individual de LTB4 para la optimización de los parámetros 
cromatográficos. 
En la tabla XI se presentan los resultados de los parámetros 
cromatográficos de separación optimizados. Los valores de los coeficientes de 
separación (a) y de resolución más bajos se observaron para el LTE4. 
Tabla XI. Parámetros cromatográficos de separación 
Leucotrieno tr W a R 
LTC4 5.27 5.58 1.20 2.17 
LTB4 6.03 6.53 1.17 2.27 
LTE4 7.14 7.90 1.15 1.88 
LTD4 8.08 9.10 • • • 
Se determinaron las curvas de calibración y los imites de detección para 
cada uno de los metabolitos analizados. Esto se ejemplifica con el LTE4 como 
se muestra en la Figura 21. 
Figura 21. Cromatogramas obtenidos para la curva de calibración del LTE4 
separados por cromatografía de líquidos de alta resolución fase reversa. 
Las condiciones de elución son descritas en el texto. 
3.5.2 Evaluación de los sistemas de extracción 
De los métodos analizados (Fig. 4), se obtuvo que el método 2 (Página 
47) fue el que permitió estudiar este tipo de compuestos. Como se observa en 
la Fig. 22, solo se detectó la presencia de LTE4 después de la extracción por el 
método 2 (Fig. 22, parte inferior-derecha) lo mismo se presentó para el resto de 
los leucotrienos analizados. 
En la tabla XII se presentan los resultados de los porcentajes ds 
recuperación obtenidos después de la extracción en tase sólida; la estimación 
se realizó por áreas. 
Tabla XII. Porcentajes de recuperación de la extración en fase sólida 
empleando cartuchos SepPack C-18. Estimación en base áreas. 
Leucotrieno % de Recuperación 
LTB4 71 
LTC4 80 
LTD4 93 
LTE4 94 
Figura 22. Cromatogramas obtenidos despues del proceso de extracción 
en fase sólida de una muestra de orina adicionada con LTE4 y separados 
por cromatografía de líquidos de alta resolución fase reversa. Las 
condiciones de elución son descritas en el texto. 
Después de evaluar las diferentes condiciones del proceso de extracción 
se obtuvo un porcentaje de recuperación oscilante entre un 71 a 94% para 
cada uno de los metabolitos analizados los cuales se muestran en la Tabla XII. 
Figura 23. Espectro de absorción del LTB4 y superposición del espectro 
del LTB4 del paciente No. 8 con AHA. 
Se empleó la superposición de espectros para identificar cada uno de los 
leucotrienos como se muestra en la figura 23. 
Figura 24. Cromatogramas obtenidos despues del proceso de extracción 
en fase sólida y separados por cromatografía de liquídos de alta 
resolución fase reversa, a) Mezcla de estándares de leucotrienos, b) 
Paciente con Absceso hepático amibiano en fase aguda, c) paciente con 
absceso hepático amibiano en fase de recuperación y d) Sujeto del grupo 
control. Las condiciones de elución son descritas en el texto. 
3.8.3 Sensibilidad 
Este parámetro se analizó en función del limite de detección y el de 
cuantificación. Los cálculos fueron descritos en el capítulo 2 y los resultados se 
presentan en la tabla XIII. 
Tabla XIII. Límites de detección y cuantificación obtenidos para el análisis 
de los leucotrienos por el método desarrollado. 
Leucotrieno Límite de detección 
ng/mL 
Limite de cuantificación 
ng/mL 
LTB4 0.810 2.450 
LTC4 0.178 0.539 
LT04 0.470 0.790 
LTE4 1.890 5.740 
En los experimentos que proporcionaron estos datos fueron utilizados 3 
puntos arbitrarios incluyendo el limite inferior calculado para la curva de 
calibración (n=3) para cada punto. 
3.5.4 Robustez 
Los resultados de cada uno de los experimentos realizados se presentan 
en la tabla XV e incluyen los parámetros que se consideraron fundamentales 
para el desarrollo e imple mentación del método. 
Los cambios en pH y composición de la tase móvil influyen fuertemente 
en la separación de este tipo de compuestos. Como se observa en las figuras 
20 al hacer pequeñas variaciones de la concentración de metanol o disminuir el 
pH se mejoraba la resolución de los compuestos pero aumentaba el tiempo de 
retención de los mismos. 
¡«yn 
IÜ 
3 LTC4 
¡ LTE4 
LTD4 
a) metanol:agua:ácido acético (70:30:0.01) b)metanol:agua:ácido acético (65:35:0 01) 
Figura 25. Cromatograma de los cistenil-leucotrtenos separados por 
cromatografía de liquídos de alta resolución tase reversa. El orden de 
elución fue; LTC4, LTE4 y LTD4. Las condiciones de elución son descritas 
en eí texto. Efecto de la proporción del modificador (metanol) a u n pH 5.4 
Tabla XIV. Resultado« de los ensayos realizados para valorar la robuztes 
del método. 
Factor Modificación Observaciones Efecto en la 
resolución 
Composición de Disminución de % 
la fase móvil metanol 
pH 
Flujo 
Matriz 
Se probaron los 
pHs de 5.0,5.4 y 5.6 
Se probaron 0.2 y 0.6 
mL/min 
Se adicionó la mezcla 
de estándares a 
orina de diferentes 
individuos. 
Aumento en 
los TR de los 
compuestos 
Cambio en TR 
Aumento y dismi-
nución de TR 
respectivamente 
No se afecta 
No se afecta 
Ninguno 
No se observaron Ninguno 
interferencias en 
ningún caso 
3.5.5 Determinación de los LTS en los pacientes con AHA, GPR y GC 
Después de seguir la estrategia general planteada en la metodología en 
solo 42 pacientes en la fase aguda se detectaron patrones cromatográficos 
diferentes encontrándose picos con tiempos de retención iguales a los 
estándares de leucotríenos analizados y corroborándose posteriormente con la 
comparación de espectros. De los LT estudiados en la fase aguda del AHA en 
30/49 se detectaron LTB4 ,en 15/49 el LTC4, en 10/49 el LTD4 y solo en 3/49 el 
LTE4 como se muestra en la Tabla XVI. 
Tabla XV. Determinación de le uco trie nos en pacientes con AHA, 
GPRyGC. 
LT AHA 
n=49 
GPR 
n=40 
GC 
n=30 
LTB4 30 
15 
10 
3 
G 
2 
ND 
ND 
ND 
NO 
ND 
ND 
LTC«*r 
LTD4V 
LTE4 
ND = No detectado 
fl*AHAvsGPRp<0.05 
(** )= AHA vs GC p<0.05 
D = GPRvsGCp<0.05 
Al analizar el número de leucotrienos que se presentaban en cada 
paciente durante la fase aguda del AHA se determinó que 7 pacientes no 
presentaron señales en el cromatograma que indicara la presencia de 
leucotrienos, 30 pacientes presentaron 1 leucotrieno, 6 pacientes presentaron 2 
leucotrienos, € pacientes presentaron 3 lecotrienos y ningún paciente presentó 
señales de los 4 leucotrienos al mismo tiempo. 
3.6 Correlación de los niveles de citocinas con las PFA 
Al correlacionar los niveles de las citocinas con los niveles de las 
proteínas de fase aguda determinadas en los tres grupos de estudio sólo se 
encontró una correlación significativa estadísticamente entre los niveles de IL-6 
en AHA vs PCR en AHA (0.56, p<0.05) 
3.1 Correlación de los niveles de citocinas con los leucotrienos 
No se encontró correlación entre los niveles de las citocinas con la 
presencia de los leucotrienos en los pacientes con AHA durante la fase aguda y 
en la fase de post-recuperación. 
CAPITULO IV 
DISCUSION 
La amibiasis es una parasitosis cosmopolita en su distribución, causada 
por el protozoario enterico, Entamoeba histolytica. Las frecuencias mas altas se 
presentan en el Africa, el Sur de América, en México y en la India. En México 
se ha estimado que entre un 10 al 20 % de la población son portadores del 
parásito. Esta prevalencia se ve incrementada con la edad y en las zonas 
rurales. Los mecanismos de respuesta inmunrtaria en contra de E. histolytica en 
el humano, no han sido establecidos. Los estudios epidemiológicos indican que 
el humano no adquiere inmunidad a partir de la colonización intestinal por E. 
histolytica Las proteínas amibianas inducen a los linfocitos de los 
pacientes a secretar linfocinas que actúan en los macrófagos y propician la 
muerte de trofozoitos virulentos de amibas**3,581. En el AHA, la complicación 
extraintestinal más importante de la amibiasis, existe una respuesta 
inflamatoria y de fase aguda representada por diversas proteínas sintetizadas 
en el hígado (BM,'71-74J. 
Actualmente se han identificado la IL-1, la IL-6 y el FNT, como las 
citocinas reguladoras de esta respuesta(2W7,29). Una de las funciones que 
desempeñan estas citocinas en el proceso inflamatorio, es la estimulación del 
hepatocito para la síntesis de las proteínas de fase aguda*28"261. Esta 
estimulación parece ser regulada por el sistema nervioso central. Las proteínas 
de fase aguda funcionan como mediadores en los procesos inflamatorios y 
fagocltícos, como inhibidores del sistema mediador y de las enzimas liberadas 
por el daño tisular o dei macròfago, como moduladores de la respuesta inmune 
y en la formación de tejido conectivo elástico y también como transportadores 
de metabolitos(7B). 
Para establecer la presencia de la respuesta inflamatoria y de fase aguda 
en los pacientes con AHA se decidió evaluar S proteínas de tase aguda (HPT, 
TRF, CER, C3 y PCR) 
Se consideraron los criterios de selección de un marcador confiable para 
la respuesta de fiase aguda. Una elevación rápida y considerable después del 
estímulo inflamatorio, vida media corta que permitiera una rápida disminución 
después de eliminado el estimulo y la implementación de un método en el 
laboratorio diagn òstico*7®. 
Se han referido varios métodos inmunoqulmicos para la cuantificación 
de estas proteínas*64*5-79*. Se requiere determinar su concentración exacta, en 
base a dos mediciones independientes. La cuantificación de la concentración al 
medir simultáneamente la máxima velocidad de reacción (Vmax) y el tiempo 
(tVmax) que es requerido para Vmax, permiten trazar una curva de calibración 
tridimensional. Así los valores obtenidos al cuantificar una proteína, presentan 
un alto grado de exactitud y precisión*791. 
Al comparar la variable DO en el tiempo a diferentes concentraciones de 
antfgeno y con una cantidad constante de anticuerpo, se calcularon diferentes 
velocidades de reacción (DO/min). Para un tiempo determinado, existe una 
velocidad máxima de reacción. Al relacionar Vmax contra la concentración, se 
elaboró la curva de Heidelberger- Kendall. En esta curva cada punto 
corresponde a un tiempo de Vmax, de ésta forma, es posible diferenciar 
claramente los valores en ambos lados de la curva y obtener sistemas de 
cuantificación para proteínas en rangos amplios de medición*79*. 
La determinación de proteínas séricas de importancia clínica es evaluada 
por sistemas cinéticos de turbidimetría con programas estandarizados y control 
de calidad que permite una determinación confiable y rápida por lo que fue 
seleccionado como método de referencia para la determinación de las 5 
proteínas de fase aguda en los pacientes con AHA estudiados. 
El amilode A sérico (AAS) y la PCR cumplen satisfactoriamente los 
criterios de respuesta rápida, con una elevación considerable en el plasma*34*. 
La PCR es el parámetro más adecuado en el laboratorio, en los casos de 
inflamación*67"691, para valorar la respuesta de fase aguda, debido a que las 
determinaciones diagnósticas para el AAS no están disponibles. Por otro lado, 
aunque la CER es menos sensible y tiene mayor vida media que la PCR, en 
algunos casos proporciona información adicional*781. Por esta razón se realizó la 
determinación de esta proteina, en el presente trabajo. 
En los pacientes con AHA tanto la CER como la PCR fueron las más 
elevadas de las 5 proteínas estudiadas, confirmando su utilidad como 
marcadores de respuesta inflamatoria de fase aguda. Aunque algunas proteínas 
son inadecuadas para medir la respuesta de fase aguda pues se consumen 
durante la inflamación, como lo son la haptoglobina, la transferrina y la fracción 
C3 del complemento, la valoración de estas, proporcionó información 
diagnóstica en los casos en que hay evidencia de consumos selectivos de 
proteínas por algún proceso patogénico de la e n f e r m e d a d 1 L o anterior se 
presentó en los pacientes con AHA durante la tase aguda, los cuales 
presentaban valores disminuidos de estas proteínas. 
Algunos síntomas de ciertas enfermedades inflamatorias pueden 
confundirse con alteraciones funcionales, en las cuales no existe proceso 
inflamatorio alguno. La valoración de las proteínas de tase aguda es relevante 
para diferenciar y establecer el patrón característico en procesos inflamatorios. 
La determinación de las proteínas de tase aguda en el AHA permite 
diferenciarlo de otras enfermedades en las que se afecta el hígado como en el 
carcinoma hepatocelular*74'. 
El marcador utilizado en enfermedades inflamatorias de intestino ha sido 
la a-glicoproteína ácida. Los estudios recientes han demostrado que la PCR es 
un parámetro mucho más sensible y preciso, además, su elevación correlaciona 
con la actividad de la enfermedad y la respuesta al tratamiento*78'. En los 
pacientes con AHA tratados y durante la tase de post-recu pe ración, este 
parámetro disminuyó considerablemente. 
Las citocinas y los leucotrienos se han propuesto como mediadores que 
regulan la respuesta inflamatoria y de fase aguda*2"4"21"20'38-38 80"83). Las células 
mononucleares fueron las primeras en mostrar la liberación de atocinas'33'. 
Estas modulan la síntesis de proteínas de tase aguda por el hepatocito!29). La 
estimulación con lipopolisacaridos bacterianos de células mononucleares y de 
macrófagos produce la síntesis y secreción IL-1, FNTa e IL-6 descritas como 
reguladores principales de la respuesta de tase aguda*21'28'. El FNTa e IL- ip 
actúan sobre hepatocitos de ratón(24), sin embargo sus efectos se hallan 
restringidos a un espectro limitado de proteínas de fase aguda. La IL-6, 
identificada como factor estimulante del hepatocito parece ser el mayor inductor 
de la síntesis de proteínas de fase aguda por el hepatocito(2W7,28). 
El hígado es el principal órgano de síntesis de proteínas de tase 
aguda*261, por lo cual se propuso el estudio de las concentraciones de las 5 
proteínas de fase aguda mencionadas anteriormente así como de la atocinas 
11-1 p, IL-6 y FNTaen pacientes con AHA. Se planteó la existencia de una 
correlación entre la síntesis de estas citocinas con la producción de las 
proteínas de fase aguda en una entidad clínica como el AHA, en el cual hay 
daño tisular hepático. El daño a las células del parénquíma hepático, puede 
resultar en una disminución en la síntesis de proteínas séricas y un cambio en 
el metabolismo proteico'28*. En los pacientes estudiados se encontró una 
alteración de las 5 PFA durante la fase aguda. En estos pacientes la TRF y la 
fracción C3 se encontraron disminuidas (Tabla V y VI). La HPT, la CER y la 
PCR se hallaban aumentadas (Tabla V y VI). Estos cambios, son característicos 
de enfermedad hepática. El incremento de los niveles séricos de C3 y PCR en 
los pacientes con AHA ha sido descrito*57'741. En los pacientes con AHA 
estudiados se observó una disminución de la fracción C3 del complemento con 
diferencia estadísticamente significativa con respecto al GPR y GC. Los niveles 
de PCR se encontraron con elevación estadísticamente significativa en los 
pacientes con AHA con relación a los pacientes del GPR y del GC (Tabla VII). 
Los pacientes del presente estudio presentaban una respuesta de tase 
aguda. La síntesis de PFA es regulada por las atocinas, al igual que la 
respuesta inmune especifica causada por parásitos protoioarios*27,5^. 
Inicialmente se obtuvieron valores falsamente negativos de FNTa, en este 
grupo de pacientes con el ELISA de baja sensibilidad. Al incrementar la 
sensibilidad en las determinaciones del FNTa asi como de la IL-1p permitieron 
la cuantificación de estas dos citocinas a nivel sistèmico. Se ha descrito que 
estas dos citocinas tienen efectos arti proliferati vos en las células hepáticas0185; 
esto sugiere la acción de un mecanismo regulatorio que, de manera paradójica, 
se halla presente en pacientes con AMA. En estos pacientes, durante la etapa 
aguda del proceso inflamatorio ocurre una destrucción tisular importante e 
inflamación. En contraste, en el presente estudio, los niveles elevados de IL-6, 
confirmaron las observaciones previas de Medina y cois, y de González Amaro 
y cois, Recientemente se ha descrito el efecto proli fera ti vo de esta citocina 
sobre las células hepáticas*52,118"119*. Se ha demostrado que la rhlL-6 regula la 
síntesis de proteínas de tase aguda en los hepatocitos humanos. Al comparar la 
acción de esta citocina con IL-1 p y FNTa en el hepatocito, sólo la IL-6 induce 
esencialmente el mismo espectro de respuesta en las proteínas de tase aguda 
observado en los humanos durante un estado inflamatorio*27,261. Lo anterior 
podria explicar la respuesta alterada de proteínas de tase aguda estudiadas en 
los pacientes con AHA. La IL-6 fue la citocina que se encontró con mayor 
elevación entre las citocinas estudiadas en los pacientes durante la etapa 
aguda del AHA. Con estos resultados, es posible sugerir que la IL-6 juega un 
papel clave en la síntesis alterada de las proteínas de tase aguda estudiadas en 
este grupo de pacientes. También es posible que intervenga durante la 
regeneración hepática que se observa al desaparecer el agente etiológico. 
El mecanismo por el cual la IL-6 actúa sobre las células hepáticas es 
desconocido. Se ha obtenido evidencia de la existencia de una gran cantidad de 
receptores para IL-6 en las células hepáticas de la rata (1,500 receptores de 
IL-6/ célula) por lo que posiblemente en los hepatocitos de humanos (a IL-6 
actúe por medio de un receptor específico en la superficie de la célula 
hepática'28'. 
Se han empleado una gran variedad de técnicas analíticas para la 
determinación de los metabolitos de ácido araquidónico vía lipooxigenasa 
conocidos como leucotrienost100"11Z). El método de la CLAR-FR se ha empleado 
para la separación y cuantificación de los diferentes leucotrienos<104",12). Es 
necesaria la extracción de estos compuestos del medio acuoso previo al 
análisis cromatográfíco(1CM~,12). En este estudio se empleó la técnica de CLAR-
FR para la separación de los leucotrienos. Se obtuvieron resultados excelentes 
al acoplar esta técnica con la extracción en fase sólida. Los procedimientos de 
extracción reportados, involucran un proceso de extracción con solventes o 
adsorción a resinas unidas a Amberlite XAD-7 o XAD-8*106"1121. Usualmente el 
éter dietilico es utilizado para el LTB4 y para otros metabolitos menos polares 
del ácido araquidónico y el Amberlite XAD-8 o XAD-7 son usados para los 
sulfopept¡do-LT(lo9"112). En este trabajo se emplearon los cartuchos Sep-Pak 
C13 para el proceso de extracción y las muestras se procesaron por los dos 
métodos descritos (Método 1 y Método 2). Estos procedimientos han sido 
reportados para la extracción de estos compuestos,. Los resultados fueron mas 
satisfactorios con el método descrito por Uemura y cois(90). 
La eficiencia de las columnas de extracción de octadecil en tase reversa 
para LT y otros metabolitos del ácido araquidónico han sido mencionada en 
pocos estudios. Metz y cois., reportaron con el uso de la columna Sep-Pak C18 
en tase reversa los porcentajes de recuperación para LTB4, LTC4, LTD4 y la 
prostag(andina B2 (PGB2) fueron de 57±20, 39±18, 44±8 y 87±15% 
respectivamente y con el uso de las columnas Sep-Pak de sllica los porcentajes 
de recuperación para los mismos compuestos fueron 76±8, 93±12, 86±8 y 82±7 
respectivamente11121. Estos resultados dependían de la constitución del buffer 
en el cual la muestra era extraída y aplicada a la columna. Luderer y cois., 
reportaron porcentajes de recuperación para el LTB4, ácido 5-
hidroxieicosatetraenoico (5-HETE), 12-HETE y la PGB2 de 98±2, 77±10,88±9 y 
87125 respectivamente empleando las columnas de extracción de octadecil en 
fase reversa(109). Los porcentajes de recuperación (80-96%) que se obtuvieron 
en el presente estudio, fueron aceptables ya que este tipo de compuestos se 
determinan a bajas concentraciones. La matriz de orina puede haber tenido 
cierta implicación en la menor recuperación de los compuestos estudiados 
(LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4). 
Los cartuchos Sep-Pak pueden realizar la extracción de muchos 
compuestos polares, de fosfolipidos y de prostaglandinas que coeluyen con los 
leucotrienos. Sin embargo en la CLAR-FR, sólo se observan los picos de los 
leucotrienos debido a que otros compuestos que pudieran estar presentes, 
tienen un coeficiente de extinción molar bajo a 280 nm. 
Los efectos del pH y la composición de la (ase móvil fueron los tactores 
que más influyeron en la separación de los LT. La adición del ácido acético a la 
tase móvil favoreció el porcentaje de recuperación y mayor resolución de las 
mezclas de estándares de peptido-LTS durante la extracción y separación de 
los mismos. El ácido actúa aquí como un reactivo par iónico al asociarse con los 
grupos amino libres del LTC4, LTD4 y LTE4 incrementando la afinidad de los 
LTs al soporte de tase reversa. 
La cuantificación de LTs en pacientes con AHA no había sido realizada 
con anterioridad. El papel de estos mediadores de la respuesta inflamatoria en 
pacientes con colestasis y con insuficiencia hepatocelular han sugerido una 
participación importante de los peptido-LTs in vivo en la patogénesis de estas 
entidades clfnicas(W,68). Se ha descrito un intenso infiltrado de neutrófilos 
durante la formación del AHA por lo que se sugiere la participación de los LTs. 
Se ha descrito previamente la elevación de la fracción C3 del complemento e 
inhibición de la quimiotaxis de polimorfo nucleares en pacientes con AHA, lo 
cual podría estar también relacionado con la acción de ios LTs como 
mediadores. 
Ciertos factores del huésped y del parásito, juegan un papel en la 
patogénesis de la formación del AHA y en la evasión de la respuesta inmune. 
Hasta ahora la participación de moléculas amibianas en la inmunomodulación 
es desconocida. 
Recientemente se ha demostrado que los trofozoitos vivos de E. 
histolytica, así como proteínas microsomales de las amibas producen 
eicosanoides como la PGE2'9^971. Las moléculas parasitarias que estimulan la 
producción de eicosanoides no han sido aisladas o identificadas. Los niveles 
altos de prostaglandinas que se producen por las células inflamatorias del 
huésped al ser estimuladas por moléculas del parásito, pueden actuar 
localmente reclutando macrófagos al sitio de inflamación*9*47). Los leucotrienos 
son considerados como moléculas proinflamatorias, debido a su efecto 
quimiotáctico sobre leucocitos polimorfonucleares. Los neutrófilos llegan al sitio 
de inflamación desencadenando una cascada de eventos ligados que 
contribuyen al estado ínmunopatológico observado en muchas enfermedades 
parasitarias. 
En este estudio la presencia de LTB4 en 30 de 49 pacientes con AHA en 
fase aguda indica que este metabolito con acciones principalmente de 
quimiotaxis, podría estar involucrado en los eventos quimiotádicos observados 
en los pacientes con AHA. La diferencia en el patrón cromatogràfico de los 
pacientes sugiere la participación de los peptido-LTs (LTC4 15/49, LTD4 10/49 
y LTE4 3/49) en la patogénesis del AHA. La ausencia en los pacientes en 
recuperación total, indica la desaparición del proceso inflamatorio regulado por 
este tipo de mediadores. En el grupo control no se detectó ninguno de estos 
compuestos. 
Los resultados obtenidos en el presente estudio y en otras infecciones 
parasitarias y patologías en las que se implica la función hepática indican que 
los mediadores estudiados, pueden ser responsables de eventos como el 
infiltrado inflamatorio y la quimiotaxis alterada. 
El presente estudio demostró que los niveles de las atocinas 
proinflamatorias IL-ip, FNTa e IL-6 están elevados en los pacientes con AHA 
en fase aguda con diferencia estadísticamente significativa y que estos cambios 
son independientes de los niveles de leucotríenos en la misma fase. No hubo 
correlación entre ambos parámetros, lo cual sugiere que estos dos 
mecanismos de la respuesta Inflamatoria se encuentran posiblemente 
involucrados en los eventos descritos durante el AHA. La regulación de la 
producción de leucotríenos por algunas citocinas como el FNT y la IL-1 se ha 
involucrado recientemente en este proceso'120"101. Falta aún por establecer 
cuales son los mecanismos por los que se realiza tal regulación. 
Los fenómenos inflamatorios son modificados en mayor o menor grado 
con medicamentos. Estos suprimen el dolor y la incapacidad funcional que 
suelen acompañar a la inflamación. La inflamación y la respuesta de tase 
aguda son una respuesta defensiva y benéfica en sentido teológico. Por tanto, 
es necesario que el esfuerzo final sea orientado a conocer la causa y a 
medular su acción y no sólo a suprimirla como actualmente se realiza con el 
uso de medicamentos anti-inflamatorios. Por lo que el conocimiento de los 
mediadores de respuesta inflamatoria (citocinas y leucotríenos) en esta 
enfermedad parasitaria permitirá a futuro establecer nuevas perspectivas 
terapéuticas empleando este tipo de mediadores. 
El presente estudio permitió establecer la participación de los 
leucotríenos y de las citocinas en ei AHA a nivel sistèmico. A corto plazo las 
técnicas especificas de la Biología Molecular permitirán conocer la 
participación de estos metabolitos a nivel local en las células implicadas 
durante el proceso inflamatorio descrito en el AHA. 
En los pacientes estudiados la mayoría pertenecían a un estrato 
socioeconómico bajo (99%) y con una edad promedio de 36 ± 11 años por lo 
que se sugiere que las condiciones sanitarias propiciaron la instalación de esta 
enfermedad en estos pacientes. Esta enfermedad continúa siendo un problema 
de Salud Pública de los países en desarrollo como el nuestro por lo que la 
investigación de los mecanismos fisipatológicos participantes en esta 
enfermedad parasitaria permitirá a futuro el control y la erradicación de la 
misma. 
CAPITULO V 
CONCLUSIONES 
Las proteínas y las citocinas estudiadas durante la tase aguda del AHA 
se encontraron alteradas. Hubó diferencia estadísticamente significativa entre 
el grupo con AHA en fase aguda con el grupo post-recuperación y el grupo 
control. 
Se cuantificaron las concentraciones bajas de el FNTa e IL-ip en los 
pacientes al emplear la metodología de alta sensibilidad Se encontró diferencia 
estadísticamente significativa al comprar estas citocinas en el AHA con el GPR 
y GC. 
La IL-6 parece ser el mediador principal de la RFA que se observó. La 
estimulación positiva de las PFA: la PCR, la CER y la HPT y a la vez una 
inhibición de la TFR y la fracción C3 del complemento en los pacientes con 
AHA, puede ser consecuencia directa de tal estimulación iniciada por la IL-6. 
Se estandarizó un método de CLAR-FR para el análisis de leucotrienos 
en muestras de orina. Los resultados fueron reprodúceles y altamente 
sensibles. 
La elevación del leucotrieno quimiotdctico LTB4 en 30 de los 49 
pacientes con AHA en el presente estudio, sugiere que éste pudiera participar 
como agente quimiotáctico en la diapédesis descrita en el AHA. 
En el 85% de los pacientes (42/49) se detectó al menos un leucotrieno 
elevado durante la fase aguda del AHA. Este hallazgo sugiere la participación 
de otros LTs durante el proceso inflamatorio. 
El proceso inflamatorio se resolvio en el grupo post-recuperación. Estos 
pacientes no presentaron patrones cromatográfieos de los LTs, lo cual sugiere 
desaparición de este proceso inflamatorio, 
Los LTs y las citocinas participan como mecanismos independientes en 
la regulación de la respuesta inflamatoria del AHA. 
CAPITULO VI 
PERSPECTIVAS 
No se han estudiado las células responsables de la elevación de 
citocinas, encontradas en el suero de pacientes con AHA. La expresión de las 
¡nterleucinas IL-6, IL1a y FNTp por células de sangre periférica extraída de 
pacientes con AHA mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 
(RCP) podrá determinar si ésta producción es a nivel sistèmico o a nivel local 
en el sitio del proceso inflamatorio. 
Los niveles de leucotrienos, citocinas y proteínas de fase aguda pueden 
ser investigados en otras entidades patológicas en las cuales la regeneración 
hepática es menor y asi definir su participación en la respuesta del paciente. 
La determinación de leucotrienos para el monitoreo de la evolución del 
proceso inflamatorio o anafiláctico permitirá dirigir nuevos tratamientos como el 
empleo de antagonistas de los mismos que disminuyan los efectos provocados 
por estos metabolitos o por los medicamentos actualmente en uso para el AHA. 
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